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Uber die Bildung von Histamin aus |-Histidin durch Bakterien. 
Von 
Kinsaburo Hirai. 
(Aus der Kinderklinik der medizinischen Fakultaét zu Nagasaki.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1933.) 


Bei den Untersuchungen, die ich vor ungefahr 15 Jahren iiber die 
Bildung der d-f-Imidazolylmilchsdéure aus |-Histidin durch Bakterien 
angestellt habe’, war das eigentliche Ziel, die Histaminbildung aus 
l-Histidin durch Bakterien zu realisieren. Als Endprodukt konnte ich 
aber nur d-f-Imidazolylmilchséure gewinnen, wahrend friiher mein 
Lehrer 7. Sasaki? in ahnlichen Versuchen Tyramin aus |-Tyrosin mit 
auBerordentlich giinstiger Ausbeute erhalten hatte. 


In meiner friiheren Mitteilung tiber die Tyrosolbildung aus |-Tyrosin 
durch Bakterien berichtete ich, daB sich dabei Stémme ein und derselben 
Bakterienart ganz verschieden verhalten. Es wurde damals durch Sasaki 
und seine Mitarbeiter wiederholt festgestellt, daB unter den gleichen Be- 
dingungen gewisse Staémme von Coli commune, Proteus vulgaris oder Bact. 
lactis aerogenes aus |-Tyrosin viel Oxyséure, andere dagegen viel Amin 
als Zersetzungsprodukt bilden. Auch Hanke und Koessler® gelangten bei 
ihren eingehenden Versuchen mit |-Histidin und verschiedenen Bakterien 
zu ahnlichen Ergebnissen. Von 29 untersuchten Colistammen hatten nur 
sechs die Fahigkeit, |-Histidin zu Histamin zu decarboxylieren. Die ameri- 
kanischen Autoren haben unter Verzicht auf Isolierung der Substanzen mit 
ihrer kolorimetrischen Bestimmungsmethode der Imidazolylverbindungen 
die Abbauprodukte des Histidins bei Einwirkung verschiedener Bakterien 
untersucht. Ackermann* hatte Histamin beim bakteriellen Abbau des 
Histidins durch Impfung mit faulem Rinderpankreas rein isoliert, wahrend 
ich in meinem friiheren Versuch aus ]-Histidin durch Einwirkung von Bact. 
lactis aerogenes nur d-/-Imidazolylmilchsaure erhalten konnte. 


DaB als Spaltungsprodukt des 1-Histidins einmal das Amin, ein 
andermal die Oxysaéure gewonnen wird, riihrt vielleicht von der Ver- 


' K. Hirai, Acta scholae med. universit. imperial. in Kyoto 3, 1, 1919. 
2 T. Sasaki, diese Zeitschr. 59, 429, 1914. 

3 Hanke u. Koessler, J. of biol. Chem. 50, 131, 1922. 

* Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 504, 1910. 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 1 











a 


K. Hirai: 


schiedenheit der Bakterienstimme her. Es schien mir somit nicht 
iiberfliissig, von neuem die Histaminbildung aus Histidin durch 
Bakterien, und zwar unter Benutzung verschiedener bakteriologisch 
charakterisierter Bakterienstimme mit besonderer Beriicksichtigung 
der Reindarstellung des Umwandlungsproduktes zu verfolgen. Seit 
einem Jahr habe ich mit F. Matsuda dieses Thema. wieder aufge- 
nommen und weiter bearbeitet. 

Fir diesen Zweck eignet sich unter den verschiedenen Amino- 
siuren das Tyrosin, welches auch Sasaki benutzt hat, am besten, weil 
die Abbauprodukte dieser Aminosdure verhaltnismaBig bequem zu 
isolieren sind und mit der Millonschen Reaktion leicht verfolgt werden 
kénnen. 

Neuerdings hat F’. Matsuda in meinem Laboratorium die Einwirkung 
von zahlreichen Colistémmen aus Saéuglingfazes auf 1-Tyrosin in Sasakischer, 
eiweiBfreier Nahrlésung studiert, und zwar hat er dabei ausschlieBlich dieselbe 
Nahrlésung ohne Zusitze benutzt. Von den zu diesem Experiment an- 
gewandten 36 Colistimmen waren 5 Aminbildner und 11 Oxyséurebildner. 
Beim Versuch mit einem aminbildenden Colistamm war die Tyraminbildung 
ebenso ausgepragt wie bei dem ersten Versuch Sasakis!, so daB man daran 
denken kann, diesen bakteriellen Abbau zur Darstellung des Tyramins an- 
zuwenden. Aus 10g 1-Tyrosin wurden nach 30tiagiger Einwirkung der 
Bakterien das erste Mal 7,2 g, das zweite Mal 7,8 ¢ (als salzsaures Salz) 
erhalten. Eine Wiederholung mit verschiedenen Colistémmen ergab, daB 
die Spezifitét der Stémme mehrere Monate erhalten bleibt. 

Von diesen tyraminbildenden Colistémmen habe ich einige zu 
meinem Experiment mit |-Histidin angewandt. Diesmal ist es mir 
gegliickt, Histamin zu isolieren. Aber die Frage, ob alle tyramin- 
bildenden Colistémme immer Histamin aus |-Histidin zu bilden ver- 
mégen, ist noch nicht gelést. Denn die Einwirkung eines p-Oxyphenyl- 
propionsiure bildenden Colistammes auf 1-Histidin in eiweiffreier 
Nahrlésung ergab fast die gleiche Menge Histamin. 

Hanke und Koessler* teilten die Colibazillen in drei Klassen ein, naémlich 
in Tyrosin decarboxylierende, in Histidin decarboxylierende und in solche, 
welche weder Tyrosin noch Histidin decarboxylieren. Nach ihrer Angabe 
soll der Colistamm, der auf 1-Tyrosin decarboxylierend wirkt, das Histidin 
nicht decarboxylieren und vice versa. Aber in meinem Versuch hatte der 
tyraminbildende Stamm Colibazillen auch die Fahigkeit, 1|-Histidin zu 
decarboxylieren. Demnach muB es noch eine weitere Klasse Colibazillen 
geben, die sowohl das Tyrosin als auch das |-Histidin zu decarboxylieren 
vermag. 

Als bakterielle Spaltungsprodukte des 1-Histidins wurde bis jetzt 
auBer Histamin, f-Imidazolylpropionséure und d-f-Imidazolylmilch- 
siure noch eine ungesattigte Saéure, namlich $-Imidazolylacrylsaure. 


1 Takaoki Sasaki, 1. ec. 
2 Hanke u. Koessler, J. of biol. Chem. 59, 867, 1924. 














Bildung von Histamin aus |-Histidin durch Bakterien. 3 


von Raistrick' isoliert. Er erhielt diese ungesattigte Saure bei der 
Einwirkung von Bakterien der Coli-Typhusgruppe auf 1-Histidin in 
Ringerscher Lésung. Durch dieses Ergebnis angeregt, habe ich seinerzeit 
Bac. proteus vulgaris auf 1-Tyrosin in Ringerscher Lésung einwirken 
lassen, und nach achttaégigem Verweilen im Brutschrank konnte ich 
daraus p-Cumarsaure isolieren®. Der hierzu verwendete Bakterien- 
stamm bildete aber in glycerinhaltiger Nahrlésung aus |-Tyrosin Oxysiure. 
Die in Ringerscher Lésung aus |-Tyrosin und |-Histidin durch Ein- 
wirkung eines in glycerinhaltiger Lésung aminbildenden Colistammes 
gebildeten Abbauprodukte werden gegenwartig untersucht. 


Experimenteller Teil. 
Versuch 1. 


Der Stamm von Bac. coli commune, den ich bei diesem Versuch an- 
wandte, war aus Siuglingsfizes isoliert worden und hatte sich gegeniiber 
1-Tyrosin als Aminbildner erwiesen. Die Nahrlédsung war von folgender 
Zusammensetzung: Natriumchlorid 5,0 g, Monokaliumphosphat 2,0 g, 
Magnesiumsulfat 0,1 g, Ammoniumcarbonat 1,0 g, Glycerin 25,0 g, Mileh- 
zucker 1,0 g, Aqua dest. 1000 cem. 

Der Versuch wurde im groBen und ganzen wie der von Sasaki? aus- 
gefiihrt. In einer Kulturflasche wurden 800 ccm der oben erwaihnten Niahr- 
lésung mit 2,0 g salzsaurem |-Histidin (durch Natronlauge neutralisiert) 
im Dampfkochtopf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde dieses Gemisch 
mit einer Emulsion aus 24stiindiger Agarkultur von Bac. coli commune 
zusammengebracht. Fiinf solecher Kolben wurden 30 Tage lang im Brut- 
schrank von 38,0°C gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit wurden samtliche 
Flaschen aus dem Brutschrank herausgenommen und auf bakteriologische 
Einheitlichkeit gepriift. Ich vereinigte den Inhalt der in bakterieller Hinsicht 
als rein erwiesenen Kolben und engte auf dem Wasserbad bis zur Sirup- 
konsistenz ein. Weiter arbeitete ich nach der Vorschrift Ackermanns‘. 
Der Riickstand wurde mit Alkohol versetzt, mit Wasser verdiinnt und 
filtriert. Das Filtrat, welches sauer reagierte, wurde mit Phosphorwolfram- 
sdurelésung gefallt und nach dem Erwirmen tiber Nacht in den Eisschrank 
gestellt. Am nachsten Tage wurde die Fallung abgesaugt und mit Phosphor- 
wolframsdurelésung gewaschen. Dieses Phosphorwolframat wurde in 
100 cem Wasser suspendiert und wie gewohnlich mit gesittigtem Baryt- 
wasser in der Hitze zerlegt. Nach dem Absaugen wurde das Filtrat mit 
verdiinnter Schwefelsiure quantitativ gefallt und danach vom Barium- 
sulfat abgesaugt. Das Filtrat wurde mit Schwefelséiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion gebracht, mit 100 ccm einer 10° igen Silbernitratlésung 
und dann mit soviel Barytwasser versetzt, bis eine braune Fallung entstand. 
Dann habe ich den Niederschlag abgesaugt, mehrmals mit kaltem Wasser 
gewaschen, in etwa 200 cem Wasser suspendiert und mit Salzséure versetzt ; 
dabei ging der gr6Bte Teil des Niederschlags in Lésung, und nur Chlorsilber 


1 Raistrick, Biochem. J. 11, 71, 1917. 

2 Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 114, 71, 1921. 
Takaoki Sasaki, |. ¢. 

Ackermann, |. ec. 
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blieb zuriick. Hiervon wurde abgesaugt und das Filtrat nochmals mit 
Phosphorwolframsaurelésung gefallt. Der farblose Niederschlag wurde mit 
Phosphorwolframsaurel6sung mehrmals gewaschen und das _ Phosphor- 
wolframat mit hei® gesattigter Barytlésung zerlegt, der tiberschiissige 
Baryt durch Schwefelséure quantitativ gefallt, das Filtrat, das eine positive 
Paulysche Reaktion gab, unter vermindertem Druck stark eingeengt und 
nun mit alkoholischer Pikrinséurelésung gefallt. Nach scharfem Absaugen, 
Waschen mit Wasser und Trocknen im Exsikkator wog der gelbe Nieder- 
schlag 4,5 g. Schmelzpunkt des Pikrats 236 bis 237°C (nicht korr., unte1 
Zersetzung), unverindert nach einmaligem Umkristallisieren aus heiBem 
Wasser (/}-Imidazolylathylaminpikrat, F. = 239°C, beim raschen Erhitzen 


unter Zersetzung nach A. Windaus und W. Vogt!. F. 220 bis 230°C 
unter Zersetzung nach Ackermann®. F. 235 bis 237°C nach Akahori 
und Numano*). Die Mischprobe mit Histamindipikrat ergab keine 
Schmelzpunktsdepression (F. = 235 bis 236°C). Zur Analyse wurde das 


Pikrat noch einmal aus heiBem Wasser umkristallisiert. 


0,1004 g Substanz gaben 19,1 cem N bei 764mm, 15,3°C. 
C,H, N;(C,H;0O,N3),. Ber.: N = 22,14%; gef.: N = 22,29%. 


Zur weiteren Identifizierung wurde das Pikrat in das Chlorhydrat 
verwandelt. Stark positive Paulysche Reaktion. Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt mit Histaminchlorhydrat 240 bis 244°C. Einen Teil dieses 
salzsauren Salzes wandte ich zur pharmakologischen Priifung an. Beim 
Magnusschen Verfahren am Meerschweinchendarm erwies sich das Salz 
in 0,001 °,iger Lésung physiologisch aktiv, und zwar wie Histamin erregend. 


Chloroplatinat: 0,1 g salzsaures Imidazolylathylamin wurde in 5 ccm 
Wasser gelést und filtriert. Dem Filtrat wurden etwa 5cem_ 10° ,ige 
alkoholische Platinchloridlésung zugesetzt, und sofort schied sich eine 
rétlich-gelbe kristallinische Masse aus. Nach vollstandiger Abscheidung 
wurde das Chloroplatinat abgesaugt und einige Male mit eisgekiihltem 
Wasser gewaschen. 0,3 g (feucht). Zur Analyse kristallisierte ich einmal 
aus heiBem Wasser um und erhielt nach dem Trocknen im Exsikkator 0,2 g. 
Dieses Chlorplatinat schwarzt sich beim Erhitzen, ohne zu schmelzen, wie 
Windaus und Vogt angaben. 


é 0,2398 g Substanz: 0,0900 g Pt. 
(C;HyN;)—H,PtChk. Ber.: Pt = 37,46°,; gef.: Pt = 37,53. 


Die Substanz ist demnach f-Imidazolylathylamin. Die Ausbeute 
war 0,9 g Histaminchlorhydrat aus 10 g 1-Histidin. 


Versuch 2. 


Die Anordnung war dieselbe wie beim ersten Versuch, nur mit dem 
Unterschied, daB diesmal der Bakterienstamm, der im Tyrosinversuch 
die p-Oxyphenylpropionsiéure gebildet hatte, benutzt wurde. | Das ge- 
wonnene Pikrat wog 3,4g nach dem Trocknen, 2,4 g nach einmaligem 
Umkristallisieren aus heiBem Wasser. Das Pikrat schmolz bei 236° ( 


1 A. Windaus u. W. Vogt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 3691, 1907. 
2 Ackermann, 1. c. 
3 Akahori u. Numano, Nippon Kagaku Kaishi 58, 213, 1932. 
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unter Zersetzung und zeigte bei der Mischprobe mit Histamindipikrat 
keine Schmelzpunktsdepression. Zur Analyse wurde das Pikrat nochmals 
aus heiBem Wasser umkristallisiert. 


0,1007 g Substanz gaben 19,0 cem N bei 760.8. mm, 11,2°C. 


CsHyN3(CgH;0;N3)2. Ber.: N = 22,14; gef.: N = 22,39%. 


Das in iiblicher Weise aus dem Pikrat dargestellte Chlorhydrat (0,8 g) 
gab starke Paulysche Reaktion. Schmelzpunkt 240 bis 244°C. 
Chloroplatinat, zur Analyse aus heiBem Wasser umkristallisiert : 


0,1736 g Substanz: 0,0650 ¢ Pt. 
(C;H gN;)H,PtCl,. Ber.: Pt 37,46°.,; gef.: Pt 37,44°,. 


Die gewonnene Substanz war also auch Histamin und die Ausbeute 
fast gleich wie bei Versuch 1. 











Amylopektin als Nahrstoff der Pilze. 


Von 
Heinrich Hiirdtl. 


(Aus dem anatomisch-physiologischen und dem zoologischen Institut der 
Deutschen Technischen Hochschule zu Prag, Abteilung fiir Landwirtschaft 
in Tetschen-Liebwerd.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1933.) 


Die Benutzung verschiedener Starkearten oder staérkehaltiger Produkte 
als Nahrstoffquellen fiir Pilze und besonders der Aspergilleen bei Weiter- 
ziichtungen, sowie bei industrieller Erzeugung verschiedener Produkte, ist 
bekannt [Takamine (11), Schering-Kahlbaum (9), Bernhauer (2), S. 85 
und 96]. 

Die Korrosion der Starke durch Fermente in oder auBerhalb des Samens 
ist bereits beschrieben, desgleichen die durch Pilze. Die Kérner werden 
von Kandlen durchsetzt und zerbr6éckein [Benecise (1), Abb. 39, Stril- 
ciuc (10)]. Ein unterschiedliches Verhalten der einzelnen Regionen des 
Stairkekornes im Sinne von Amylose und Amylopektin  [Benecke (1), 
Samec (8)] wurde mir nicht bekannt [vgl. Haberlandt (6), S. 383ff.]. 

Anders als beim biologischen Angriff auf das Starkekorn war es bei 
der chemischen Zerst6rung der Starke. Ich beschranke mich auf den Hinweis 
und die Ausfiihrungen bei Benecke (1) (S. 256), sowie auf die Arbeit von Eckert 
und Marzin (4). Letzteren gelang die Aufteilung von Starke in Amylose 
und Amylopektin, und zwar erhielten sie das Amylopektin gegentiber 
anderen Forschern in sehr reiner Form. Erwahnt sei, daB8 nach Wiegel 
(12) die Warmverkleisterung durch das Platzen der Hiille ausgelést wird. 
Es fanden sich keine naiheren Angaben iiber mikroskopische Beobachtungen 
dieser Vorgiinge auBer der Arbeit von Haller (13) iiber unterschiedliche 
Farbungen am Starkekorn und auch nicht in den vorwiegend lebensmittel- 
chemisch gerichteten Arbeiten [| Benecke (1), 8. 255, Plahl (7), Greger (5))}. 

Es schien somit nicht bekannt, in welcher Weise die verschiedenen 
Teile des Starkekornes von den Pilzen angegriffen werden und wieweit 
diese physiologisch verwertbar sind, zumal sich das Amylopektin in 
Wasser list [Eckert und Marzin (4)]. Hieriiber bestehen auch in dem 
Buche von Bernhauer (2) keinerlei Angaben. Aus diesem Grunde 
untersuchte ich Amylopektin im Vergleich mit Starke und Zucker 
hinsichtlich der Brauchbarkeit als C- Quelle fiir Pilze. 
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Amylopektin als Nahrstoff der Pilze. 


~ 


Experimenteller Teil. 
(Unter experimenteller Mitarbeit von EF. Kiene.) 

Zu allen Untersuchungen wurde nur der Stamm C eines Aspergillus 
niger van Tiegh. verwendet, welcher seit langerer Zeit auf Bierwiirzeagar 
weitergeziichtet worden war. Vor Beginn dieser Versuche wurden die 
Umziichtungen auf Starkeagar vorgenommen (drei Umziichtungen) und 
nur von solchen Kulturen die Versuchslésungen beimpft. Als C-Quelle 
diente reinste Kartoffelstarke, sowie aus dieser nach der Methode von 
Eckert und Marzin (5) hergestelltes Amylopektin' und Rohrzucker. 

1. Versuchsbedingungen. In Erlenmeyerkélbchen von 200 com Fassung 
wurden jeweils 50 cem Nahrlésung folgender Zusammensetzung eingefiihrt : 

Mewes... +. at & 

Rieter Og...» « « o> GR %b 2i4me N pro 
Mee, ~. >>» «+ « « O625% Versuch 
C-Qaere ..« «s+ « 100 = % 

Wiahrend der Sterilisation verkleisterte die Starke und das Amylopektin 
léste sich. Nach reichlicher Impfung wurden die Kulturen im Thermostaten 
bei 30°C herangeziichtet. 

Vegetationsbeobachtungen (Tabelle I). Unter genannten Be- 
dingungen sind am zweiten Tage bei den Zucker- (Z.) und Amylopektin- 
kulturen (Am.) die Sporen gut angewachsen. Am besten war die Entwicklung 
bei Z. Am dritten Tage ist die Myceldecke geschlossen und auch in den 
nichsten Tagen die Sporenbildung bei Am. am reichlichsten. Das Mycel 
war bei den Starkekulturen (St.) etwas schleimig. 

Quantitativer Verlauf der Entwicklung und einiger 
chemischer Umsetzungen. Der Erntezuwachs ist am starksten 
bei Am. und am schwiachsten bei Z. Bei letzterem besteht am 10. Tage 
ein Maximum, wahrend bei den iibrigen dauernd, wenn auch schwach, 
eine Gewichtszunahme stattfindet. In dieser Richtung erweist sich das 
Amylopektin als Nahrstoff gut brauchbar. Die Saurebildung allgemein 
ist aber insofern im Gegensatz zu den Wachstumsvorgingen, als bei 
Z. sich die héchsten Aziditétswerte und die niedrigsten bei Am. 
ergeben. 

Als Saiure wurde insbesondere Citronensiure nachgewiesen. Diese 
fand sich aber reichlich nur bei Zuckerkulturen, bei St. war ihr Vor- 
kommen zweifelhaft (Nachweis mittels Denigés Reagens, vgl. Bern- 
hauer, Siebenduger und Tschinkel (3). Gluconsiure konnte niemals 
aufgefunden werden. 

N wurde mittels Makro- Kjeldahl in Mycel und Nahrlésung bestimmt, 
jedoch in der Tabelle nur in Prozenten des jeweiligen Erntewertes 


1 Mikroskopisch l4Bt sich erkennen, daB dieses aus unregelmaBig 
geformten Teilen besteht. Vielfach erscheinen diese als Plittchen und dann 
sieht man besonders deutlich eine Schichtung, wie man es vom intakten 
Korn her zu sehen gewohnt ist. Die Schichtung des Stérkekornes scheint 
somit in der AuBenwand zu liegen. 
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Amylopektin als Nahrstoff der Pilze. 9 


angefiihrt. Mengenmabig war gleich zu Beginn eine betrachtliche Menge 
an N aufgenommen worden, deren Hohe sich nicht wesentlich vermehrte. 
Dies spiegelt sich wieder in den Prozentwerten: aus diesen erkennt man 
zu Beginn der Entwicklung eine starke Anreicherung, welche stetig 
abnimmt. Der N wurde nur zu geringem Teil verwertet und die Nahr- 
lésung dauernd mit entsprechenden Mengen arn N versehen gefunden. 

2. Das Wachstum unter den beschriebenen Bedingungen war nicht 
zufriedenstellend, deshalb wurde ein Reizstoff in Form von Zinksulfat 
beigegeben, da dieses besonders das Mycelwachstum férdert. 

Vegetationsbeobachtungen (Tabelle Il). Ganz im Gegensatz zu 
friiher war am dritten Tage iiberall eine stark gefaltete Myceldecke erkennbar. 
Bei Am. ragt eine starke und scharfkantige Faltelung in die Fliissigkeit. 
Der Unterschied der Ernahrung zeigt sich auch in der Sporenbildung, in- 
dem bei Am. reichliche Bildung vorliegt, bei St. wenig und bei Z. noch 
keine. Diese Unterschiede werden immer undeutlicher. Dafiir gibt die 
Analyse jetzt genauere Angaben. Spéater aber ergibt sich in der Farbung 
der Sporendecke insofern ein Unterschied, als die Sporendecke bei Z. und 
Am. schwarz ist, hingegen bei St. braun. Die Braunfarbung geht mit 
hoherer Zn-Gabe immer mehr in Schwarz itiber. Die Versuche mit héchster 
Zn-Gabe von 0,1°, wurden nicht ausfiihrlich untersucht und sind darum 
nicht speziell angefiihrt. 

Versuchsergebnisse. Im Mycelgewicht nehmen die Kulturen 
rasch zu und erreichen bedeutend héhere Werte als friiher ohne Zn-Zusatz. 
Die Tabelle II zeigt die geringe Unterschiedlichkeit innerhalb der hier 
gewahlten Zn-Konzentrationen. Der Verlauf der Mycelzunahme und der 
Anséuerung ahnelt den Versuchen ohne Zn. Citronensiure wurde nur in 
Zuckerkulturen gebildet, Bernhauer (2) (S. 96) hingegen fand diese nur 
bei Starke in geringer Menge gebildet; diese Bildung ist abhangig von 
dem Spaltungsvermégen des Pilzes. In allen Versuchen lieB sich Zucker 
(Fehlingsche Reaktion) nachweisen, wobei aber bei St. stets auch noch 
Starke vorhanden war. Bei héheren Zn-Gaben war vom 11. Tage ab 
die Reaktionsfarbe rot. 

Unter dem Angriff des Pilzes zerfallt das Starkekorn. Diese 
Zerstiickelung tritt schon ein, wahrend die Jodblauung noch vor- 
handen ist. In der Kulturfliissigkeit findet man regelmaBig geformte, 
lappige Teile liegen, welche mit Jod Rotfirbung geben. An solchen 
Hiillteilen lassen sich 6fters Blau- und Rotfirbung erkennen. In Gestalt 
und Jodfarbung gleichen sie dem verwendeten Amylopektin, doch 
fehlt die Schichtung. 

Vom Pilz werden zuerst die inneren Teile des Starkekornes ver- 
braucht. Die schwerer angreifbaren Hiillen unterliegen spater dem 
Abbau. Daraus ergibt sich eine Bestaétigung der Angabe von Gruzewska 
[zit. nach Benecke (1), S. 256] beziiglich der Einwirkung von Malz- 
extrakt auf Starke, nur da®B bei uns Pilzfermente abbauend wirkten. 
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Beim Abbau durch Pilze sahen wir eine verschieden starke Verfliissigung 
unterhalb des Mycels, und diese war um so ausgiebiger, je gréBer die 
Zn-Gaben bemessen waren. 

N ist gleich anfangs ohne Riicksicht auf die Zn-Gaben reichlich 
ins Mycel aufgenommen worden; nur bei Z. erkennt man einen maBigen 
Anstieg. In bezug auf das Mycelgewicht ergibt sich iiberall anfangs 
ein hoher Prozentwert und am Versuchsende ein sehr niedriger; der 
gleichmaBigste Verlauf besteht bei Am. Bei gréBeren Zn-Zusitzen ist 
in jeder Versuchsreihe die Spannung zwischen dem héchsten und 
niedrigsten Wert gr6éBer als bei geringem Zn-Gehalt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Amylopektin erwies sich als C-Quelle als gut ausnutzbarer Nahr- 
stoff. Der verwendete Pilz konnte keine stirkere Ansiuerung hervor- 
bringen. Der Starkeabbau vollzog sich in der Weise, daB vor allem die 
inneren Teile des Stérkekornes und dann die Hiillsubstanz verbraucht 
werden. Beim Abbau der Starke werden dem Amylopektin ahnliche 
Gebilde beobachtet. Die N-Assimilation ist in ihrem Ausma8 und ihrem 
Verlauf von der C- Quelle abhangig. 
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Der Zusammenhang der Atmung und des Gelatinasegehaltes 
der Haut mit der Pigmentation’. 


Von 
S. Blazs6. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ung. Pazmany Péter- 
Universitat, Budapest.) 


(Eingegangen am 8. September 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

In unserer friiheren Arbeit, in der wir die Autolyse der pigmen- 
tierten und nicht pigmentierten Haut untersuchten, berichteten wir 
iiber Resultate, nach welchen zwischen den Autolysen dieser beiden 
Hautarten eine ausgesprochene Differenz besteht. Die Autolyse der 
pigmentierten Gebiete zeigte gegeniiber der bei py 3,8 vor sich gehenden 
Autolyse der nicht pigmentierten Stellen sogar eine 300 °,ige Erhéhung. 
Denselben Unterschied beobachteten wir nicht nur zwischen der Haut- 
autolyse pigmentierter und nicht pigmentierter Tiere, sondern auch 
zwischen der Autolyse der farbigen und nicht pigmentierten Hautteile 
ein und desselben Tieres. Auf Grund der Annahme, da8 die Pigmentation 
der Haut tei!weise ein Zeichen lokaler, gesteigerter Oxydation sein kann, 
untersuchten wir, ob nicht der in der Autolyse sichtbare groBe Unter- 
schied auch in der Atmung der Haut anzutreffen ist. da der gréBte 
Teil des Pigments ein Oxydationsprodukt ist. Mit der Atmung der 
normalen Haut beschaftigten sich Wohlgemuth und Klopstock aus- 
fiihrlicher. Sie untersuchten die Atmung der Haut an frischen Leichen 
von Menschen und Meerschweinchen. Bei frischer menschlicher Haut 
betrug der Atmungskoeffizient Qo, — 2,1 im Durchschnitt, viel geringer 
war dieser Wert in der Haut von Leichen. Die Atmung der tieferen 
Schichten ist, da es sich hier gréStenteils nur um den Sauerstoffverbrauch 
der Kollagensubstanz handelt, ganz minimal und kaum meBbar. 


1 Mit Unterstiitzung des Landes-Fonds fiir Naturwissenschaften. 
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Auf Grund der obigen Ausfiithrungen untersuchten wir die Atmung der 
Haut ebenso wie die genannten Autoren mit der von Warburg angegebenen 
Methode. Zu diesen Untersuchungen benutzten wir einen durchschnittlich 
8 bis 14 mg schweren und 0,12mm dicken Hautschnitt. Das zur Atmung der 
Haut benutzte Medium wurde mit NaH CO,-freiem Phosphat auf 7,38 py ge- 
puffert, und zwar gaben wir zu 100ccem Ringerlésung m /300 entsprechendes 
Phosphat. Die zu den Versuchen gebrauchte tiberlebende Haut wurde durch- 
schnittlich ungefahr 2500 bis 3000 g wiegenden Kaninchen entnommen. Die 
Haut des Kaninchens wurde vor dem Versuch mit Calciumsulfit enthaart und 
einige Tage spater, als keine Zeichen der Hyperamie mehr zu sehen waren, 
aus ihr die diinnen Schnitte gemacht. 

Der Mittelwert von je sechs Resultaten unserer Versuche betrug 
bei nicht pigmentierter Haut — 1,6, bei pigmentierter Haut — 1,5. 
Aus diesen Untersuchungen kann festgestellt werden, daB der At- 
mungsquotient der Kaninchenhaut (Q, — 1,6) etwas niedriger ist 
als der von Wohlgemuth und Klopstock bei der Untersuchung 
menschlicher und Meerschweinchen- Haut beobachtete Qo, - Wert. 
Zwischen dem Sauerstoffverbrauch der pigmentierten und nicht pig- 
mentierten Haut konnte mit der von uns benutzten Methode gar 
kein Unterschied nachgewiesen werden. 


Il. 

Im weiteren bestimmten wir, indem wir gleichfalls pigmentierte 
und nicht pigmentierte Haut untersuchten, deren Gelatinasegehalt. 
Wohlgemuth und Klopstock fanden in der Haut bei py 7,30 schwer 
nachweisbare Gelatinase, deren Menge nach den einzelnen Regionen 
wechselte. 

In unseren Versuchen wollten wir die Rolle der Pigmentation bei 
der Steigerung des Eiwei$zerfalles untersuchen. Wir nahmen an, daB 
uns die Kenntnis der isolierten Tryptasewirkung diesem Ziele naher- 
bringen wiirde. AuBerdem wurde unsere Aufmerksamkeit durch eine 
bei unseren friiheren Versuchen beobachtete interessante Erscheinung 
auf dieses Ferment gelenkt. Wenn namlich der Rest der zu den Ver- 
suchen benutzten Hautsuspension, aus dem Thermostaten heraus- 
genommen, langere Zeit hindurch liegen blieb, so erstarrte die restliche 
Suspension der pigmentierten Haut jedesmal, wahrend die der nicht 
pigmentierten Haut ihren fliissigen Zustand bewahrte. Diese Reaktion 
erschien paradox, da diese Erscheinung bei px 7,32, also bei 
einer Reaktion, verlief, bei der nur ein minimaler Unterschied 
zwischen der Autolyse der pigmentierten und nicht pigmentierten 
Haut besteht. 

Am Anfang der Untersuchungen zur Bestimmung der Gelatinase stieBen 
wir jedoch auf viele methodische Schwierigkeiten. Zur Differenzierung 
jener Unterschiede naémlich, die eventuell zwischen den beiden Hautarten 
zu finden sind, bewaéhrten sich die bisherigen Methoden nach unseren 
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Zusammenhang der Atmung der Haut usw. mit der Pigmentation. 13 


einleitenden Versuchen nicht. Die alteste Methode zur Bestimmung 
der Gelatinase, die Fermische Methode, ist nicht zu gebrauchen. 
Zu unseren Versuchen eignete sich auch die Madsen- und Walbaumsche 
Modifikation dieser Methode nicht. Die Grundlage dieser Methode 
ist identisch mit der Fermischen Methode. Wie die Fermische ist 
auch diese Methode, da sie auf subjektiver Beokachtung  beruht, 
sehr unsicher. 


Durch die Modifikation von Palitsch und Walbaum wird die Bestimmung 
weder wesentlich geandert noch verbessert, obwohl diese Methode etwas 
iibersichtlicher und in gewissen Fallen auch gut brauchbar ist. 

Die auf subjektiven Beobachtungen beruhenden Fehler werden durch 
Dernbys Modifikation etwas gemildert. Es muf& hier Szeléczeys Methode 
erwahnt werden, obzwar er sie nicht zur Bestimmung der Gelatine benutzt. 
Bei ihm beruht die Feststellung der Anderung zwischen den Gel-Sol- 
zustanden bereits auf véllig objektiven Grundlagen. Auch diese Methode 
konnten wir nicht vollstandig iibernehmen. Wir finden auch bei ihr den 
Fehler, den die verschiedenen Temperaturanderungen verursachen kénnen. 
Auf die groBe Bedeutung dieser Fehler wird durch einige methodische 
Ratschlage Grassmanns hingewiesen. Wir konnten aber auch aus unseren 
eigenen Versuchen ersehen, dai die kinetische Konstante der Gelatine 
durch verschiedene kleine mechanische und physische Anderungen geandert 
werden kann. Durch diese Gesichtspunkte geleitet, suchten wir eine Be- 
stimmungsmethode, die alle diese Fehler ausschaltet. Ich konnte weder 
die Uberlegungen von Fermi noch die anderer Autoren annehmen. Die 
Methode von Szeléczey, die sich als sehr empfindlich erwies, schien am 
geeignetsten. Um die beim Zustandekommen der Gelatinasewirkung 
eintretenden Viskositaétsinderungen genau registrieren zu kénnen, benutzte 
ich die Kapillaraktivitat der Gelatine. Mein Verfahren bestand in folgendem : 
zu den Versuchen benutzte ich die ,,Gelatina sterilisata Merck’ (10°,). 
Ich bereitete den die Hautgelatinase enthaltenden Extrakt, indem ich mit 
15 cem physiologischer Kochsalzlésung, die auBerdem noch einen Phosphat- 
puffer in einer Konzentration von m/15 enthielt, 1 g fein zerkleinerte Haut 
vermischte. Die Mischung stand 1 Stunde lang im Thermostaten, dann 
24 Stunden im Eisschrank und wurde zentrifugiert. Die so erhaltene, 
wenig opaleszierende Lésung benutzte ich zu meinen Versuchen. Gleiche 
Mengen Extrakt und Gelatine nehmend, untersuchte ich die gleichzeitig 
und zu verschiedenen Zeiten zubereiteten Gemische unter denselben Be- 
dingungen. An derselben Gelatine untersuchte ich gleichzeitig die Gelatinase- 
wirkung der pigmentierten und der nicht pigmentierten Haut. Ich gab den 
Mischungen je 1 Tropfen Chloroform zu, dann brachte ich sie in eine beim 
Ronaschen stalagmometrischen Verfahren benutzte Réhre, bei welcher 
ich das Stalagmometer mit einem Viskosimeter vertauschte. Der Viskositats- 
grad des bei parallelen Bestimmungen benutzten Viskosimeters blieb fiir 
das destillierte Wasser vollstandig gleich (34 Sekunden). Ich stellte dann 
den Apparat in ein empfindliches und auch minimale Anderungen 
registrierendes Wasserbad (38°C) (0,1° Anderung registrierend). Zu 
gewissen Zeiten konnten die durch die (Gelatinase verursachten 
Anderungen der Viskositaét in diesem Wasserbad direkt festgestellt 
werden. Bei 24stiindigen Versuchen stellte ich abends das Viskosimeter 
zusammen mit dem Material in einvn der Temperatur des Wasserbads 
entsprechenden Thermostat. Die schematische Darstellung des Apparates 
siehe Abb. 1. 
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Die Gelatinaseuntersuchungen fiihrte ich in einem Medium aus, dessen 
aktuelle Aziditaét den zwei isoelektrischen Punkten der Gelatine entsprach, 
da nur diese Aziditaétsgrade ein klares Bild tiber den Wirkungsgrad des 
Ferments liefern kénnen. Unsere Untersuchungen ergeben bei py 4,7 
folgende Resultate: 

Wie aus den Resultaten zu ersehen, ist die Gelatinasewirkung der 
Haut bei dieser Aziditat, obwohl registrierbar, jedoch ganz minimal. 

Die diesbeziiglichen Untersuchungen 


Bar = ~] von Wohlgemuth und Klopstock sind 
| Tl a } mur von gewisser Wahrscheinlichkeit, 
() | () | sie fiihrten infolge der Grobheit der 
Methode zu keinem Resultat. Mit 
be} unserer Methode kénnen auch diese 
prcieviaimiss Fes kleinen Anderungen registriert werden. 
Wenn sie auch keine groBen Diffe- 
| oy a li renzen aufzuweisen vermag, ist das Re- 
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| sultat doch interessant, da wir zwischen 

Abb. 1. pigmentierter und nicht pigmentierter 

Haut nicht das in unserer friiheren 

Arbeit zugunsten der pigmentierten Haut gefundene Plus der Ferment- 

wirkung sehen. Viel eklatanter sind die Ergebnisse, wenn die Gelatinase- 
wirkung bei px 7,8 untersucht wird. 








Hier sehen wir bereits ganz deutliche Unterschiede zwischen 
den Fermentwirkungen der pigmentierten und nicht pigmentierten 
Haut. Die Unterschiede entsprechen genau wie bei pu 4,8 auch hier 
nicht der in den friiheren Versuchen beobachteten Tryptasewirkung. 
Diese paradoxen Reaktionen kénnen wir somit nicht erklaren. Die 


Tabelle I. 


Gelatinasewirkung der nicht pigmentierten Haut bei py 4,7. 
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Zusammenhang der Atmung der Haut usw. mit der Pigmentation. 


Tabelle IT. Gelatinasewirkung der pigmentierten Haut bei py 4,7. 
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Gelatinasewirkung pigmentierter Haut bei py 
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Wirkung der Gelatinase, die auch als eine Tryptase aufgefaBt werden 
kann und die eine ebenso spezifische Protease ist wie die Gelatinase, 
kénnte eine derart entgegengesetzte Wirkung nur dann aufweisen, wenn 
wir bei unseren Autolyseuntersuchungen die bei px 7,3 beobachteten 
Resultate der selbst im neutralen Medium eine ziemlich bedeutende 
Wirkung ausiibenden Pepsinase zuschreiben. 

Diese paradoxen Resultate bewogen uns, die Ursachen dieser 
fermentativen Unterschiede zu suchen. Uber andere Wirkungsweisen 
des spezifischen Ferments, durch welche dies erklart werden kénnte, 
besaBen wir keine Angaben. Aber nicht nur dies, sondern auch die 
bereits friiher erwahnte Erstarrungserscheinung konnte mit den Er- 
gebnissen nicht in Zusammenhang gebracht werden. Um die Er- 
scheinungen untersuchen und eine Erklaérung fiir sie finden zu kénnen, 
bearbeiteten wir histologisch sowohl die pigmentierte wie auch die 
nicht pigmentierte Haut. Unsere Untersuchungen ergaben folgende 
Resultate : 

Die Abb. 2 zeigt den Schnitt der Kaninchenhaut. Die Haut wurde 
dem Riicken eines Tieres entnommen, dessen Haut stellenweise pigmen- 
tierte Flecke aufwies. Das Bild zeigt den Schnitt eines pigmentierten 
Teiles, der in den nicht »igmentierten iibergeht. Der Ubergang ist 
fast in jedem Falle ahnlich scharf. Das histologische Bild zeigt folgendes : 
Auf der rechten Seite bis zur Mitte des Bildes sind unter diinner Epidermis 
in verschiedenen, jedoch nicht gréBeren Tiefen im Corium zerstreut einzelne 
Follikel sichtbar. Die iibrigen Teile des Bildes werden von der charak- 
teristischen Zeichnung der Kollagensubstanz ausgefiillt. In der Mitte des 





Abb. 2 


Bildes, ziemlich sprungweise, unter der ebenfalls diinnen Epidermis, die 
keine Pigmentation aufweist, sind die Follikel sehr ausgepragt, je acht bis 
zehn von ihnen bilden eng nebeneinander stehende Gruppen, welche in 
einer Breite von drei bis vier Schichten liegen. Die Gruppen bestehen aus 
je einem stark entwickelten Follikel und ringsherum aus acht bis zehn 
kleineren und ebenso starke Pigmentation aufweisenden Follikeln. Neben 
diesem Schichtunterschied besteht auch der Unterschied in der Pigmentation 
der beiden Teile. Im ersteren Teil zeigen die Follikel keine ausgesprochene 
Pigmentation, wahrend in dem Teil, wo Follikel in ausgesprochen groBer 
Menge vorhanden sind, diese so stark pigmentiert sind, als ob wir die Zellen 
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iiberfarbt hatten (15 Mikron). Unter den Follikeln kann kaum Kollagen- 
substanz beobachtet werden. 

Dieses histologische Bild bringt uns schon naher der Erklarung 
der Erscheinungen. Die Resultate, die wir in unserer friiheren Mit- 
teilung gewannen, kénnen wir teils mit dem Zellreichtum der pigmen- 
tierten Hautgebiete erkliren. Diese Gebiete enthalten namlich viel 
mehr Pepsinase als die kollagenreichen Gebiete. Den Unterschied in 
der Wirkung der Gelatinase, der als paradox erschien, kann vielleicht 
auf Grund des ,,post hoc ergo propter hoc** mit dem gréBeren tryptischen 
Fermentgehalt der an Kollagen reichen Substanz erklairt werden. 
Was aber die Erscheinung betrifft, daB Extrakte aus pigmentierter 
und nicht pigmentierter Haut bei px 7,3 Erstarrungsunterschiede 
zeigen, so kénnen wir sie damit erklairen, daB aus der nicht pigmentierten, 
doch kollagenreichen Substanz mchr gelatinedihnlicher Stoff extrahiert 
wird, was demnach die Ursache dieser Erscheinung sein kann. 

Zusammenfassung. 

Zwischen der Atmung der pigmentierten und nicht pigmentierten 
Haut ergab sich mit der Warburgschen Methode kein Unterschied. 
Der Durchschnittswert des Q,.-Atmungsquotienten der Kaninchenhaut 
betrug 1,6. 

Beschreibung einer neuen Methode zur Bestimmung des Gelatinase- 
yehaltes der Haut. 

Die Gelatinasewirkung der Haut kann sowohl bei pu 4,8 wie auch 
hei pu 7,8 nachgewiesen werden. Die Wirkung ist bei px 7,8 starker. 
Zwischen der Gelatinasewirkung der pigmentierten und nicht pigmen- 
tierten Haut besteht cin Unterschied. Die tryptische Wirkung der 
nicht pigmentierten Haut war ungefahr um 50 bis 80°, héher als die 
der pigmentierten Haut. 

Zwischen der pigmentierten und nicht pigmentierten Haut besteht 
cin bedeutender histclogischer Unterschied. Wahrend bei der nicht 
pigmentierten Haut die Follikel nur in einer Schicht und nicht gruppen- 
weise unter der Epidermis liegen, bilden die Follikel in der pigmen- 
tierten Haut Gruppen zu acht bis zehn in drei bis vier Reihen. Unter 
diesen Follikeln fanden wir nur sehr wenig Kollagensubstanz. Die nicht 
pigmentierte Haut besteht auBer der Epidermis und wenig Follikeln 
aus einer groBen Menge im Corium befindlicher Kollagensubstanz. 


Literatur. 
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Zur Kenntnis der Muskelautolyse. 


III. Mitteilung: 


Veranderungen in der aktiven Reaktion, der Oberflichenspannung. 
Viskositat und Refraktion. 


Von 


I. A. Smorodinzew, N. W. Schirokow und N. N. Krylowa. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Forschungs-Institut fiir die Fleischindustrie 
in Moskau). 


(Eingegangen am 29. August 1933.) 


In unseren vorigen Mitteilungen haber wir gezeigt, daB die Vor- 
ginge der Autolyse die gréBten Verinderungen in der Kohlenhydrat- 
fraktion des Muskelauszuges hervorrufen. In den ersten 24 bis 
48 Stunden findet eine zwei- bis dreifache Zunahme der Milchsaiure 
und des Zuckers statt, im Vergleich zum Gehalt dieser Stoffe in dem- 
selben Fleischstiick 1 bis 2 Stunden nach der Schlachtung!. Die Ver- 
ainderungen in der Eiweiffraktion des Fleischauszuges wahrend der 
gleichen Zeit sind nicht so bedeutend?. Selbstverstandlich kénnen 
diese chemischen Umwandlungen, und besonders die Aufspeicherung 
der Saure, nicht ohne Einwirkung auf die Lage der physikalisch-chemi- 
schen Konstanten des Milieus bleiben. Tatsachlich fanden wir auch, 
daB der Autolysevorgang von einer Steigung der Wasserstoffionen- 
konzentration, welche ungefahr um die 24. Stunde ein Maximum 
erreicht, begleitet wird. Zu derselben Zeit findet auch ein Umschwung 
im Anwachsen der Oberflichenspannung und in der Abnahme der 
Viskositét der Ausziige, welche in verschiedenen Stunden nach der 
Schlachtung aus bei bestimmter Temperatur aufbewahrtem Fleisch 
hergestellt wurden, statt. 


Die Methodik der Untersuchung. 


Die Herstellungsart der Ausziige ist in den vorigen Mitteilungen be 
schrieben worden. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde elektrometrisch 


' Diese Zeitschr. 266, 274, 1933. 
2 Ebenda 262, 425, 1933. 
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und gleichzeitig auf kolorimetrischem Wege, die Oberflichenspannung 
mittels des Tropfendruckverfahrens in Rébinder-Apparat, die Viskositat 
nach Ostwald und die Refraktion im Abbe-Rofraktometer (in einigen Ver 


suchen gleichzeitig auch im Pulfrich-Rofraktometer) — vor und nach 
Entfernung der EiweiBstoffe aus den Ausziigen — bestimmt. 


Als Beispiel fiihren wir in den Tabellen I bis III die Werte von einigen 
Versuchen mit Fleisch, welches bei verschiedenen Temperaturen auf- 
bewahrt wurde, an. 

Tabelle 1. 
Siebenjahrige, mittelmaBig ernahrte Kuh. Temperatur im 
Aufbewahrungsraum 17°. 





Faktoren Refraktion 
bee se a ae 
Iberflichen- ” 4 ? ; 
Sehlachtang | Pu “Sramnung” | Viskositat | der Hntlernang der Entfernang 
1 6,49 52.45 1,119 133505 | 1,333 44 
38 6,28 65,0 1,104 1,33504 | 1,333 40 
6 6,15 69,75 1,066 133500 | 1,333 45 
9 6.32 6405 1,085 1,3350) | 1,333.49 
24 5,65 69,11 1,035 133510 | 1,33340 
48 5,65 65.66 1,087 133596 | 1,833 45 
72 5,80 67,69 1,152 133505 ( 1,33340 


Die pu-Werte, welche allmahlich um 0,75 bis 1,0 abnehmen, er- 
reichen das Minimum um die 24. Stunde. In der Kurve der Ober- 
flachenspannung verzeichnen wir zwei Hoéchstwerte, in der 6. und 
der 24. Stunde. Diesen Héchstwerten entsprechen genau zwei Mindest- 
werte in der Viskositétskurve. Auffallenderweise verandert sich die 
Refraktion wahrend der ganzen Beobachtungsperiode kaum, und die 
Differenz in den Refraktionswerten vor und nach der Entfernung der 
KiweiBstoffe, welche 0.0016 ausmacht, entspricht dem Gehalt an 
KiweiB im Auszuge. 

Tabelle Ll. 


Siebenjahrige, mittelmaBig ernahrte Kuh. Temperatur im 


Aufbewahrungsraum 25°. 





Faktoren Refraktion 
ny FAO ee ae 
ach de Yberflachen- Bn Bape 
Gobieebtung | Pu | “spmunang | Vishositst dor Entlerune | der Entfornang. 
1 6,10 71,13 1.066 1,335 20 1,333 53 
3 6,00 69,49 1,073 1,335 32 1,333 84 
6 5.90 71,84 1,055 1,335 07 1.333 51 
9 5,80 67,55 1,047 1,335 35 1,333 54 
12 5,89 71,63 1,948 1,335 27 1,333 88 
24 5,65 71,16 1,049 1,335 97 1,333 86 
45 5.50 69,11 1,055 1,335 27 1,333 90 
96 5,99 59,74 1,059 1.335 20 1,333 77 
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Die Temperaturerhéhung um 8° im Aufbewahrungsraum hat sich 
auf den Kurvenverlauf der von uns gewahlten Faktoren fast nicht 
ausgewirkt: nur die Oberflichenspannung ist sehr schwach gestiegen, 
und die Viskositaét hat etwas abgenommen. 


Tabelle III. 
Siebenjahrige fette Kuh. Temperatur des Aufbewahrungs- 





raumes + 4°, 
Faktoren Refraktion 
Stunden aera (cl Sail oo ad ' 5B ba - 
nach der Oberflachen- vor nach 
Schlacht ) Sai om jer Entfernung der Entfernung 
ee ae i i hi a Pv Kiweibstoffe der FiweiBstotfe 
1 6,29 63,13 1,335 33 1,333 86 
6 6,99 63,48 1,335 35 1,333 51 
24 6,00 66,76 1,335 18 1,333 60 
48 6,00 67,12 1,335 29 1,333 79 
72 6,00 69,48 1,335 06 1,333 54 
120 6,00 67,12 1,335 01 1,333 56 


Die Temperatursenkung um 13° im Aufbewahrungsraum hat 
ebensowenig merkliche Veranderungen im Kurvenlaufe dieser Faktoren 
hervorgerufen: nur die Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration 
wurde aufgehalten, und die Oberflaichenspannung ist ganz wenig ge- 
sunken. 

Fassen wir die Werte aller unserer Versuche zusammen, so tritt 
die GesetzmaBigkeit in der Verinderung der von uns gewahlten Faktoren 

je nach der Aufbewahrungsdauer des Fleisches deutlicher zutage 
(Tabelle TV). 
Tabelle LV. 


Mittelwerte aus allen Versuchen. 





Faktoren | 1 Std. 3 Std. 6 Std. 9 Std. 12 Std. | 24. Std. | 48 Std. 
po........ | 624 | 620 | 6M | 695 | 5.75 | 564 | 5,70 
Oberflachenspannung 63,8 68,49 65,98 | 67,72 70,68 69,42 | 67,73 
Viskositat . . . . . 1,088 1,084 1,058, 1,057 1,051 1,051) 1,070 


Wir sehen, daB die Wasserstoffionenkonzentration den gréBten 
Wert in der 24. Stunde erreicht, zu welcher Zeit die Viskositat bis 
zum Minimum sinkt und die Oberflachenspannung bis zu ihrem Héchst- 
punkt steigt. 

Um méglichst objektive und von der Individualitat des Tieres 
unabhangige Faktoren des Prozesses abzuleiten, haben wir das Ver- 
haltnis der Viskositét 1 zur Oberflichenspannung o (1) und dasselbe 
von pu zur letzteren (2) errechnet. Wie zu ersehen ist, bleibt der erste 
Koeffizient fast bestandig, und der zweite weist einen Umschwung in 
der 12. bis 24. Stunde auf (Tabelle V). 
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Tabelle V. 





Ny. Koeffizieuten 1 Std. 3.Std. 6 Std. 9 Std. 12Std.  24Std. | 48 Std 
RS Se ee 17 16 15 16 - 15 16 
2 || pafo 10°... 98 89 91 88 RI 81 84 


Am deutlichsten treten die Verinderungen der aktiven Reaktion 
des Milieus hervor. 

pu sinkt von 6,1 bis 6,4 in der ersten Stunde nach der Schlachtung 
bis 5,9 bis 5,4 in der 24. Stunde und bleibt auf diesem Niveau bis zur 
120. Stunde. 

Die Viskositaét erreicht das Minimum in der 9. bis 24. Stunde und 
weist eine mitunter sehr steile Steigerung zur 24., 48., 72. Stunde auf. 

Die Kurven der Oberflichenspannung verandern sich wenig. 
Der Umfang ihrer Schwankungen in verschiedenen Serien  gleicht 
sich zur 24, Stunde aus und der Verlauf der Kurven nahert sich einer 
Geraden, welche zur Achse der Abszissen parallel ist. 


Zusammenfassang. 

1. Bei der Aufbewahrung des Muskelgewebes sinkt px und erreicht 
das Minimum in der 24. Stunde. 

2. Die Viskositaét und die Oberilachenspannung des Auszuges 
aus dem autolysierenden Fleische veraéndern sich im entgegengesetzten 
Sinne. 

3. Die Viskositét erreicht das Minimum und die Oberflichen- 
spannung das Maximum in der 12. bis 24. Stunde nach der Schlachtung. 

4. Die Refraktion verandert sich wenig. 

5. Auf die EiweiBstoffe entfallt 0,0016 bis 0,0017 n. 

6. Der Verlauf der Kurven, welche die Veranderungen dieser 
physikalisch-chemischen Faktoren darstellen, wird durch die Tem- 
peraturanderungen im Aufbewahrungsraum, in den Grenzen von 
-+. 4 bis 25°, nicht beeinfluBt. 

7. Durch die Temperaturerhéhung im Aufbewahrungsraume wird 
der Anstieg der Wasserstoffionenkonzentration in den Fleisch- 
auszligen etwas aufgehalten, die Oberflachenspannung nimmt leicht 
ab, wihrend die Viskositit wiéichst. 

8. Das Verhaltnis der Viskositat zur Oberflachenspannung bleibt 
wihrend der ganzen Beobachtungsperiode fast unverdndert. 

9. Der Koeffizient des Verhiltnisses von px zur Oberflichen- 
spannung passiert ein Minimum in der 12. bis 24. Stunde und kann 
als eines der objektiven Merkmale der Fleischreifung dienen. 











Beitrige zum Chemismus pflanzlicher Tumoren. 


IV. Mitteilung: 


Uber Peroxydase in pflanzlichen Tumoren. 


Von 
Gi. Klein und W. Ziese. 


(Ans dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktien- 
gesellschaft Ludwigshafen a. Rh.. Werk Oppau.) 


(Eingegangen am 29. September 1933.) 


In vorausgegangenen Mitteilungen! wurde iiber Stickstoffbilanz. 
Wasserstoffionenkonzentration und Katalasegehalt von pflanzlichen 
Tumoren berichtet. Hier fiigen wir nun eine kurze Mitteilung iiber die 
relative Menge der in Tumoren der Meerrettichwurzel im Vergleich 
zur normalen Wurzel aufgefundenen Peroxydasemengen an. Wir 
haben gefunden, daB parallel zu den erhéhten Katalasebefunden in 
Riibentumoren in Meerrettichtumoren die Peroxydase vermehrt 
ist. Die Gesamtbefunde werfen ein gewisses Licht auf die Oxy- 
dationsvorgange in pflanzlichen Tumoren, wenn auch weitere detaillierte 
Versuche zur Aufhellung der Zusammenhange erforderlich sind. Bei 
der Untersuchung der Peroxydasemengen hielten wir uns an die durch 
Willstatter® eingefiihrte Methodik und bestimmten die Purpurogallin- 
zahl% der Pflanzenteile. Wie aus den Tabellen des experimentellen Teiles 
hervorgeht, iibertrifft die Aktivitat der Tumoren diejenige der sonstigen 
Rhizomteile betrichtlich, meist um 80 bis 100%. Es besteht dagegen 
kein Unterschied im Verhalten der gesunden Teile von tumortragenden 
Wurzelstécken gegeniiber den Teilen von Wurzelstécken normaler 
Meerrettichpflanzen. Es ist noch zu bemerken, daB die soliden oberen 
Teile der Meerrettichrhizome, mégen sie Tumoren tragen oder nicht. 
eine gréBere Purpurogallinzah] besitzcn als die etwa fingerstarken W urzel- 
verzweigungen. Wir glauben hieraus entnehmen zu kénnen, daB die 


1G. Klein u. E. Keyssner, diese Zeitschr. 254, 251, 1932; 254, 256, 1932. 
G. Klein u. W. Ziese, ebenda 254, 264, 1932. 

2 R. Willstdtter u. A. Stoll, Liebigs Ann. 416, 21, 1918, und zwar 3S. 48. 

8’ Als Bezugssystem verwandten wir die Trockensubstanz. 
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Peroxydasevermehrung im Tumor nicht eine Eigenschaft von ,,.embryo- 
nalen Zellen* ist, die in schnellem Wachstum begriffen sind, da dann 
ja gerade die Wurzelspitzen eine gréBere Aktivitat als der fleischige 
Teil des Rhizoms hitten aufweisen miissen. Es war durchwegs das 
Gegenteil der Fall. Auch fanden wir bei ganz jungen Tumoren kleinere 
Purpurogallinzahlen als bei den soliden gréBeren Geschwiilsten. 


Experimentelles. 

Die zu den Versuchen benutzten Meerrettichwurzelstécke wurden im 
Laufe des Juli von unserem Versuch: gelinde geerntet. Die Beimpfung 
mit Bae. tumefaciens war im Sommer 1{32 erfolgt, die angegangenen 
Tumoren waren tiber den Winter zum Teil nekrotisch geworden, aus ihren 
Randzonen entstanden aber im Friihjahr 1933 vielgegliederte bis faust groBe 
Tumormassen. Die Impfangiinge waren wider E1warten (eventuell } emmung 
durch die Allylsenféle) gut. Vor ihrer Verarbeitung wurden die Rhizome 
von feinen Wurzelchen befreit und dann mit der Biirste gesiéubert. SchlieB- 
lich wurde noch die gelbe Rindenschicht der Rhizome durch Abschaben 
entfernt. Von den mit Geschwiilsten behafteten Pflanzen wurden solche 
ausgewahlt, die solide und nicht zerfallene Tumoren trugen. Auch diese 
wurden griindlich gesaiubert und geschabt. Bei der Verarbeitung der Rhizome 
wurden der obere kraftig entwickelte Stammteil und die nach Verzweigung 
am unteren Ende befindlichen schwicheren Wurzeln gesondert untersucht. 

Bei der Analyse des Materials hielt man sich eng an die von Willstdtter 
ygegebene Vorschrift, doch zogen wir es vor, die Wurzelteile nicht in Scheiben 
zu schneiden, sondern auf dem Reibeisen zu zerkleinern und dann weiter 
nach Willstdtter zu mazerieren. Nach dem Zerreiben auf dem Eisen wurde 
in einer Porzellanreibschale so lange griindlich zerstampft und zerquetscht, 
bis mit dem bloBen Auge keine Fasern mehr zu erkennen waren. Je 5g 
der zerriebenen Massen wurden mit 200 cem Wasser in einen Erlenme yer- 
Kolben iibergespiilt und bis zum anderen Morgen bei + 16° stehengelassen. 
Zum Ansatz lie} man 5cem der Suspension nach griindlichem Durch- 
schiitteln in 2 Liter einer im Scheidetrichter befindlichen Lésung von 
5g Pyrogallol und 50 mg Wasserstoffsuperoxyd (hergestellt aus Perhydrol 
von Merck) einflieBen. Nach genau 5 Minuten wurde mit 50cem 2n 
Schwefelséiure gestoppt. Die Zeitrechnung begann beim Zeitpunkt des 
halben Auslaufs der Pipette. Die durch Purpurogallin gefarbte Lésung 
wurde sodann mit Ather dreimal extrahiert. hierauf war die durch Purpuro- 
gallin verursachte Farbung verschwunden und die Fliissigkeit annahernd 
farblos. Lediglich bei der Untersuchung der Tumoren finden wir auch bei 
diesem Verfahren die von Wéilstdtter sonst beobachtete rétliche Farbung 
der extrahierten Riicksténde, die auf ein Nebenprodukt zuriickzufiihren 
ist. Die dreimalige Extraktion der Fliissigkeit geniigte zur Entfernung 
des Purpurogallins. Die Atherausziige wurden in MeBkolben von 500 cem 
gesammelt, mit Ather zur Marke aufgefiillt und gegen den Standard kolori- 
metriert. Dieser wurde hergestellt durch Auflésen von 100 mg aus Alkohol 
und Ather umkristallisiertem kauflichen Purpurogallin in 1 Liter Ather. 


Wir geben nun eine tabellarische Zusammenstellung der Versuchs- 
ergebnisse. 

Die Tabelle I zeigt, daB der Tumor im Durchschnitt mehr als das 
Doppelte an Peroxydaseaktivitét, ausgedriickt durch die Purpuro- 
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gallinzahl, besitzt als die ibrigen Rhizomteile. Ebenso wie der folgende 
Versuch zeigt die Tabelle, daB die verzweigten Wurzeln 1. héheres 
Trockengewicht und 2. kleinere Purpurogallinzahl aufweisen als der 
fleischige Stammteil des Rhizoms. 


Tabelle 1. 





An- 
Rwiicon gewandtes 
> rocKken- = “"Trocken- | Parpuro 
Matorial * I urpurogallin gewicht gewicht cline 
im Ather des zum zahl 
Materials Versuch ” 
mg 9/5 mg 
Rhizom oben 1 | 53,25) -o -, oF adi i 
: cere 1 OOIOO 26.0 32.5 1,65 
Gesundes | ; i Ai Boe 
Rhizom ™ 24 50 
| » unten h}) B59) een | 97,1 46.4 0,77 
a » 2 37,59) 
oben 1 39,0) | P 
” sate pi 38 ND) 2: 219 9 
; , 2) 88,25) 9362 25,0 31,2 1,24 
; 3.95 
« ‘waten 1 | Sl a50 | 850 | 488 0,97 
Khizom “ » 21 41,755 
mit Tumor** ) ‘tumor I 1 | 94,50 | 
aen } 94, 2 30. 3,12 
2 2 93,59 | 4.00 4,1 30.1 3,1 
Il 1 96,50 | , ? 
” . ee 00 24.9 OL: 3.09 
an 2; 95,50 | 96 4 11 





* Die Versuche I und 2 sind jeweils Parallelversuche mit je 5mg des gleichen Materials. 
** Dieses Rhizom trug zwei Tumoren I und IT. 


Auch Tabelle IL zeigt die bedeutende Uberlegenheit der Peroxydase- 
aktivitat im Tumor. 
Tabelle LI. 





An- 
- gewandtes 
. lrocken- “"Troeken- Purpure 
Material * I urpurogallin gew icht gewicht gallin 
im Ather M: des zum zahl 
aterials Versuch 
mg 0/6 mg 
Rhizom oben 1 38,60). aia 
; P on" 38,42 26,8 33,5 1.14 
Gesundes | - 2 38,25 | 
Rhizom unten 1 34,50 ) 
uy pay 34.0 37 ) 0.7: 
| . . 2 38150 | 34.00 37.1 46,4 73 
vi oben 1 36.00 | 36 95 27.4 349 1.06 
. 4 a SOR. te res ve ’ 
Rhizom ; unten 1 SO?) anne ap 9 my - 
. aoa 30,7! 36,2 58 0,68 
mit Tumor 4 2 31,00) 30,75 36 4 v 
Tumor 1 500 ) cs oe 947 ‘ =n 
‘ 2) 52:50 | 51,25 24,7 30,9 1,66 


* Die Versuche 1 und 2 sind jeweils Parallelversuche mit je 5mg des gleichen Materials 
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Chemismus ptlanzlicher Tumoren. IV. 2) 


Die Versuche ergeben weiter, daB eine ,,Fernwirkung™ des ‘Tumors 
hier nicht besteht. Die Peroxydaseaktivitat der gesunden Teile des 
tumortragenden Wurzelstockes ist durchaus vergleichbar mit der det 
Wurzelstockteile einer normalen Pflanze. Tabelle III zeigt noch zwei 
Versuche, bei denen nur die Tumorpflanze zur Anwendung kam. 


Tabelle ILL. 





eae eee Trocken- Angewandtes 
Zum Ansatz gelangte Purpurogallin gewicht Trockengewicht Purpurogallin 
Pflanzenteile im Ather des Materials zum Versuch zahl 
mg % mg 
I. Rhizom oben 28,00 27,4 34,2 0,82 
unten 25,80 35,5 44,4 0,58 
Tumor I* 59,09 25,0 31,2 1,89 
Pa | 34,90 26,1 32,6 1,07 
i by f oOn~r 1 © _ . ~ 
oe eS eee | 29,6 1,25 
inser Pear 34,35 36,2 45,2 0.76 
= “cn ly 
Tumor £1 BROO} cen se 
ome a 5238 51,60 15,4 19.2 2.68 


Tumor | war ein tlterer, Tumor Il ein ganz junger Tumor 


Die Tabelle ITI ergibt wieder in Ubereinstimmung mit den Ver- 
suchen 1 und 2, daB 1. der fleischige Rhizomteil ein kleineres Trocken- 
gewicht, aber eine gr6éRere Purpurogallinzahl als die verzweigten End- 
wurzeln hat, 2. daB8 der Tumor in der Peroxydaseaktivitat den gesunden 
Rhizomteilen iiberlegen ist. Die Uberlegenheit ist gréBer beim aus- 
gereiften Tumor als bei der ganz jungen Neubildung. 











Vergleich von Menschenpankreas- mit Menschenleberesterase. 


Von 


R. Ammon und E, ‘Tabor. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 


Berlin.) 


(Eingegangen am 30. September 1933.) 


Bei der Frage der stereochemischen Spezifitat der Esterasen wurde 
bisher die Menschenpankreasesterase ganz vernachlissigt. Wabhrend 
iiber die Leberesterasen verschiedenster Herkunft! und auch besonders 
tiber die des Menschen auBerordentlich viele Untersuchungen vorliegen. 
ist nur noch die Schweinepankreasesterase recht oft angewandt worden. 
Es erscheint daher nicht unwichtig, das esterspaltende Enzym des 
Menschenpankreas genauer zu studieren und mit der hepatischen 
menschlichen Esterase zu vergleichen. Waillstdtter und Memmen? haben 
bekanntlich als erste die Schweinepankreas- mit der Schweineleber- 
esterase verglichen. Inzwischen sind aber die Kenntnisse tiber die 
Organesterasen und speziell die Menschenleberesterase wesentlich 
erweitert worden, dazu kommen noch die Erfahrungen iiber die syntheti- 
sierende Wirkung der Organtrockenpulver, so daB ein Vergleich zwischen 
den beiden menschlichen Esterasen angezeigt erscheint. 

Von der Menschenleberesterase ist bekannt, daB sie bei der Spaltung 
von Mandelsaureestern eine Konfigurationsspezifitat zeigt, die abhangig 
von der Ausgangssubstratkonzentration® ist. Diese stereochemische 
Spezifitat ist ferner bei der Spaltung von d, l-Methyl- und Athyl- 
mandelat durch Zusatz von Strychninnitrat* beeinfluBbar. 


! Literatur siehe Rona u. Ammon: Nord-Weidenhagen, Ergebn. d. 
Enzymforsch. 2, 1933; ferner Kernot u. Hills, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
208, 33, 39, 1932; 215, 8, 1933. 

* Ebenda 188, 216, 1924; Willstdatter, Kuhn u. Bamann, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 61, 886, 1928; Weber u. Ammon, diese Zeitschr. 204, 197, 1929. 

3 Bamann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1538, 1929; Bamann u. 
Laeverenz, ebenda 63, 394, 1930; Zeitschr. f. physiol. Chem. 193, 201, 1930: 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 2939, 1930; 64, 897, 1931; Rona, Fischgold 
u. Ammon, diese Zeitschr. 228, 77, 1930; Ammon u. Fischgold, ebenda 234. 
54, 1931; Fischgold u. Ammon, ebenda 246, 463, 15932; 247, 338, 1932: 
Ammon u. Geisler, ebenda 249, 470, 1932; Virchows Arch. 285, 286, 1932: 
Schwab, Bamann u. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 121, 1933: 
Bamann, Mahdihassan u. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 142, 1933. 

' Eamonn u. Laeverenz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63. 394, 1930: 
tmmon u. Fischgold, diese Zeitschr. 234, 54, 1931. 
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Es wurden daher Menschenpankreasausziige auf ihre hydro- 
lysierende Wirkung auf Mandelsiureester gepriift, wobei eine 
eventuelle Abhangigkeit des optischen Auswahlvermégens dieser 
Esterase bei der Spaltung von d, l-Methyl- und d, ]-Propylmandelat, 
ferner eine etwaige Beeinflussung des Ferments durch Strychninnitrat- 
zusatz experimentell sichergestellt bzw. abgelehnt werden sollte. Hieran 
anschlicBend wurden einige Versuche angestellt, die den KinfluB von 
Menschenleber- und Pankreasesterase zusammen auf den d, ]-Mandel- 
siuremethylester bei Variation der Substratkonzentrationen demon- 
strieren. 

Das Pankreaspulver wurde schlieBlich noch benutzt, um einige 
Aussagen tiber seine esterbildende Wirkung machen zu kénnen. Hierbei 
wurde noch eine friiher am Schweinepankreas- und Menschenleber- 
pulver gemachte Beobachtung  erweitert. Die Pulver' wurden 
nimlich durch Erhitzen auf 106° nicht véllig inaktiviert. Sym? konnte 
diesen Befund noch dahin erweitern, da8 Schweinepankreaspulver 
seine esterbildende Wirksamkeit nach einer gewissen Zeit wieder- 
gewinnt. Wir haben ebenfalls durch Erhitzen weitgehend inaktiviertes 
Menschenpankreaspulver zu Syntheseversuchen benutzt, wobei wir 
gleichzeitig auch die hydrolysierende Wirkung von Ausziigen des 
erhitzten Pulvers untersuchten. Hierbei studierten wir die Hydrolyse 
von d, ]-Mandelsiuremethylester. Denn nach Versuchen von Bamann 
und Laeverenz zeigten Ausziige von Menschenleberpulver, das einige 
Tage im Trockenschrank bei 60 bis 65° gedérrt wurde, bei der Spaltung 
von d, l-Athylmandelat® ein anderes optisches Auswahlvermégen. 

Als Aus gangs material zur Lerstellung der Organ-Aceton-Ather-Trocken 
pulver dienten normale mensch’ che Bauch: peicheldriisen von Erwachsenen. 
Aus einem Pankreas, das durchschnittich 85 bis 90g wiegt*, wurden 
etwa 2,5g Pulver gewonnen. Es wurden daher immer mehrere Organe 
zusammen verarbeitet. Die Organe selbst zeigten makroskopisch keine 
pathologischen Verainderungen. Es wurden auch nur Organe genommen. 
die frisch waren®. Vom Pulver wurden Ausziige mit 4/4)n Ammoniak (6 g 
Pulver auf 100cem Ammon‘ak, 2 Stunden bei 37° im Schiittelschrank) 
hergestellt, die neutralisiert und zentrifugiert wurden und sich unter Toluol 
einige Tage im Eisschrank hielten. Einmal wurde ein Glycerinauszug 
(6g auf 100 ccm) aus dem Pulver hergestellt. Dieser Extrakt zeigte eine 
sehr schwache Wirkung auf Mandelsaéuremethylester®. Zur hydrolyse 


1 Rona, Ammon u. Trurnit, diese Zeitschr. 247, 100, 1932. 

2 Ebenda 2568, 304, 1933. 

3 Bamonn u. Laevercnz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63, 2939, 1930. 

* Réssle, Sektionstechn’k. Berlin, Springer, 1932. 

5 Vgl. die Ergebnisse iiber den Fermentgehalt des Pankreas bei ver 
schiedensten Erkiankungen: Lalo u. Lovas, Vuchows Arch. 288, 326, 1933. 

6 Vgl. auch die ahnlichen Befunde zu Kaninchen-, Ratten- und Meer 
schweinchenleberextrakten von S. L. Malowan, Zeitsehr. f. d. ges. exper 
Med. S88, 579, 1933. 
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wurden d,l-Methyl- und Propylmandelat benutzt'. Die Hydrolyse det 
Mandelsiureester wurden nach der elektrotitrimetrischen Methode von 
Rona und Ammon verfolgt, wobei uns ein Minimalpotentiator von Gold 
schmidt wertvolle Dienste leistete*. Die chemische Aufarbeitung und 
lsolierung der vom Ferment aus dem Ester in Fre heit gesetzten Mandel 
siure erfolgte nach dem in den friiheren Arbeiten geiibten Verfahren. 
Die Eigenhydrolyse, die in besonderen Versuchen bestimmt wurde, ist 
gering und proportional der Zeit. In 1 Stunde wurden bei 37° von einer 
1°,igen Methylmandelatlésung 0,387°, gespalten. Die Eigenhydrolyse 
wurde bei den einzelnen Versuchen nicht beriicksichtigt, da das Gesamt 
ergebnis dadurch nicht geaindert wird. Sie macht allerdings bei den Regene- 
rationsversuchen (s. dort) wegen der geringen fermentativen Wirkung 
etwa 50°, der Werte aus. Fiir die Synthese wurden Lésungen von m/10 
Olsaiure bzw. m/10 Butterséure in n-Butylalkohol, der 5°,, Wasser enthielt, 
benutzt. Auf Je 0,5g Pulver kamen 50cem der Lésung. Die Synthese 
ansiitze schiittelten bei 37° in einem Brutschrank. Die jeweils eingetretene 
Esterbildung wurde durch T.tration von zu bestimmten Zeiten entnommenen 
Proben ermittelt. Die Eigenveresterung ist praktisch nicht meBbar. Die 
..Fermentséiure***, d.h. die Saéureabgabe des Pulvers in der butylalkoho- 
lischen Lésung war so gering, daB sie vernachlassigt werden konnte. 


I. Die Spaltung von d, l-Methyl- und Propylmandelat. 


Tabelle I. 








: sors i 2&5 Ester, Art und Menge 
> SEs 
Nr. “3 
1 | 50cem Pankreas I. . 250 | 0,4 % Methylmandelat |) 4550';12,\8 — 36,36 
2169.4, a I. . | 20 )04% : | 6 15/12,8. — 44,88 
8||50 , a IX. . | 250 104% | 5 15/12,8 — 37,43 
41/20 , = L. oA SOO 44 .% . 6 21/12,8. -- 46,23 
§ | 25 , ~ lL. LAOS 6 5/12,8 — 39,27 
620 , BL 5 we AOE, Oe 6 55/12,8, — 50,25 
7120, “4 x. « Laer as oe 6 29) 12,8 — 45,99 
Si i. a Boos 502 % & 8 19)12,8 — 42,35 
Si i0... a. ts 50112 % é 9 19'12,.8 — 50,11 
10:1) 26... “ I 

+0,1% Strychnin. 100'1 % "4 5 85 12,8 — 45,19 
11 20cem Pankreas II 

+0,2% Strychnin .  100)1 % 7 5 55 12,8 — 44,34 
12 | 50cem Pankreas IT. . 250 | 0.4% Propylmandelat | 4 19 12,8) — 20,94 
6.46) ~ m X.. | 269)104% ‘ 6 50'12.8 — 26,21 
14 )|25 . " WH. . | 1 ;t % ‘ 8 45/128 — 29,33 
16 || 10... 3 : a OO. Ie % . 15 45 12,8 — 15,91 


1 Ammon u. Geisler, diese Zeitschr. 249, 470, 1932. 

2 herrn Ing. Goldschmidt sind wir fiir die Uberlassung des Apparates 
zu Dank verpflichtet. 

% Rona, Ammon und Fischgold, diese Zeitschr. 241, 460, 1931. 
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Die menschliche Pankreasesterase zeigt also eine ausgesprochene 
Konfigurationsspezifitat bei ihrer hydrolysierenden Wirkung auf 
d, l-Mandelsiuremethyl- und Propylester, und zwar spaltet sie die 
l-Form schneller, denn die vom Ferment aus dem Ester in Freiheit 
gesetzte und isolierte Mandelsiure ist linksdrehend. Das optische 
Auswahlvermégen ist unabhangig von der Substratanfangskonzentra- 
tion. Beides gilt sowohl fiir die Spaltung des Methyl- als auch des 
Propylmandelats. Strychninzusatz ist ohne wesentlichen Einflu8 auf 
die Geschwindigkeit der Spaltung und die optische Orientierung. 


If. Die Spaltung von 4d, l-Methylmandelat durch Menschenpankreas- und 
Leberesterase. 


Tabelle LI. 








* yey Ester, Art und Menge Bs 2* 
1 20cem Leber . . . . | 20) 0.5% Methylmandelat 1"20'12,.8 — 46,71 
280. . ; .. « eee " 2 10/12,8 — 24,25 
2 ae & Boe en 5012 Y»% 5 —j128 + 1,81 
27 10° . Dies 50112 % 2 20/128 0 
5110 , n gem 50112 »% ¥ 1 45) 915+ 0,86: 
625 , , + d0eem 

PankreasIX .... ; 250 /10,4% 2 25|12,8 — 35,1 
7  Teem Leber 20 cem 

| PankreasI] ....}100)1 % a 4 29\)12,8 — 47,65 

8 || 3,5ceem Leber + 10 cem 

PankreasII .... 5012 % ‘7 7 25)11,1 — 41,97 
9 || Beem Leber + 10cem 

| PankreasIX ... . 50 }2 % i 7 45 /12,8 42.14 

10 || 10cem Leber + 5 com 

Pankreas IX as i2 % 9 15/12.8 — 20,45 
11 | 5eem Leber + 10 cem 

Auszug von Pan- 

kreas [X auf 120° 

he a O12 % : 4 30/12.8 '+ 1,55 


Die hier mitgeteilten Versuche, die wir wegen des Nachweises einer 
méglichen Beeinflussung beider Fermente aufeinander angestellt haben. 
zeigen, daB im wesentlichen nur das Pankreasenzym wirksam ist, obwoh! 
das lipatische Pankreasferment des Mandelsaureester schlechter als Menschen- 
leberesterase spaltet. Die fiir dieses Ferment charakteristische Substrat 
inversion ist bei den Versuchen mit beiden verschiedenen Fermenten nicht 
mehr feststellbar. Dagegen tritt diese bei entsprechender Konzentration 
wieder auf, wenn ein Auszug aus einem Pankreaspulver, das 2 Stunden 
bei 120° erhitzt worden ist, mit Leberextrakt zusammen benutzt wird. 
Das Pulver ist nach dieser Vorbehandlung weitgehend inaktiviert, was 
sich auch bei Syntheseversuchen (s. weiter unten) ergibt. 
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{H1. Die butylbutyrat- und butyloleatbildende Wirkung des Menschenpankreas- 
pulvers. 


Tabelle III. 





Synthese in °/ 


Buttersdure Olsiiure 
RA normales 2 Std. normales 2 Std. 
—— - —— auf 100° a - —— auf 100° 
. ‘ . erhitztes . » > erhitztes 
an- an- é » an- i - an- 
Pan Pan Pan Pan- Pan Pan Pan Pan- 


kreas I | kreas IIIf kreas IX yo45 rx kreasI_ kreas III) kreas IX yaa. x 


1'/) 16,6 - — 35,1 — ~- = 
3 34,0 | 17,4 19,0 — 516 | 824 | 81,2 . 

4 42.8 : 25.0 8,0 | 70,2 _ 42.0 13,2 
bi : 30,9 Bee ats a 46,9 — 
6 i - 36,2 _ 52.9 

22 — 71,1 _ _ ~- 78,2 — — 
23 77,8 - = we 80,5 os wt 

93, || — 77,2 ; se 80,0 

24 79,2 : nie — 8,5 ‘ _ 
wy), | — “ _ 42.7 ~ os os 58,1 
25 - 72,8 ~ - _— 78,2 - 
45 ; $0,2 ~ rine we - 
50 sit oo 64,9 —_ 75,3 
5 - 73.8 , 79,7 
124 _ 89.6 ve a " 80,9 


Die synthetisierende Wirkung der menschlichen Pankreaspraparate 
(s. Tabelle III) ist gut, wie bei Schweinepankreaspraparaten, im Gegen- 
satz zu der schlechteren Synthese der Leberpriiparate von Mensch 
und Schwein'!, die sich darin AauBert, daB man wesentlich gréBere 
Pulvermengen anwenden mu8 als bei Versuchen mit Schweinepankreas- 
pulver. Die Tabelle zeigt auBerdem die Inaktivierung der Menschen- 
pankreasesterase durch zweistiindiges Erhitzen auf 100° (s. weiter unten). 


IV. Inaktivierungsversuche. 
Tabelle IV. 





$ re {«]p der in 
a e oe ae Sei aR 
‘ Fermentauszug and -menge Regeneration —- arg Fre iheit 
> in Tagen aauer grad in “/o9 | gesetzten 
7 Mandelsaure 
Nr. 
1 | Nicht erhitztes PankreasTX Grundversuch 6 20’ 12,8 — 45,999 
2 a 2 IX 2 25 4,36 —28,83 
3 (20% erhitztes Pankreas IX 0 6 20 4,16 — 9,25 
4 129% - m IX 7 6 20 415 — 7,18 
5 120% “s " IX 21 6 20 4.65 — 11,23 
6 429% = is IX 32 6 20 5.05 15,62 
7 120°, = - IX 66 6 29 5,2 — 10,95 


1 Rona, Ammon u. Werner, diese Zeitschr. 221, 381, 1930; Rona u 


Miihibock, ebenda 228, 130, 1930 und zahlreiche unveréffentlichte Versuche : 


val. ferner Sym, diese Zeitschr. 262, 406, 1933. 
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Die von Sym (l.°*.) aufgefundene und theoretisch sehr interessante 
Regenerationsméglichkeit des Schweinepankreaspulvers laBt sich fiir 
das Menschenpankreas unter den von uns angewandten Versuchs- 
bedingungen nicht feststellen. Wir beobachteten, daB durch ein zwei- 
stiindiges Erhitzen des Pulvers auf etwa 100° die synthetisierende Wirkung 
(Butyloleat und Butylbutyrat) herabgesetzt wird. (Die Versuchsbedingungen 
sind die gleichen wie bei den unerhitzten Pulvern; s. Tabelle III.) 
Erhitzen auf 110° vermindert die esterbildende Fahigkeit noch weiter. 
Wir haben eine eventuelle Regeneration des Pulvers nach folgendem 
Ansatz erweisen wollen. In Flaschchen abgewogene Mengen eines Pankreas 
pulvers wurden 2 Stunden bei 100° im Trockenschrank gedérrt. Danach 
wurden mit einigen Pulvern sofort Syntheseversuche gemacht (Oleat 
und Butyratester) und Ammoniakausziige bereitet. Diese Versuche wurden 
in Intervallen bis zu 66 Tagen ausgedehnt. Sowohl bei den Synthese- als 
auch Hydrolyseversuchen ergab sich keine eindeutige Feststellung einer 
Regeneration. Die Butter- und Olséureesterbildung des durch Erhitzen 
teilweise inaktivierten Pulvers blieb bis zum SchluB annéhernd gleich- 
maBig hinter der Wirkung unvorbehandelten Pulvers zuriick. Tabelle 1V 
gibt die Spaltungsgrade und [«!p-Werte der in Freiheit gesetzten und 
isolierten Mandelsiure bei der Hydrolyse von je 100 ccm einer 1 ° igen 
wasserigen Lésung von d, ]-Mandelsduremethylestern durch in bestimmten 
Zeitintervallen hergestellte NH,-Extrakte aus dem gedérrten Pulver wieder. 
Auch da 1aBt sich keine Regeneration feststellen; wohl aber zeigt sich eine 
Herabsetzung des optischen Auswahlvermégens des Ferments. Bemerkens- 
wert ist bei diesen Versuchen, da8 das Fermentpulver so sehr widerstands 
fahig gegen héhere Temperaturen 1st. 


Zusammenfassung. 

1. Die Esterase aus normalem menschlichen Pankreas spaltet 
racemische Mandelséuremethyl- und Propylester unter Bevorzugung 
des ]-Esters. Das Ferment zeigt im Gegensatz zur Menschenleber- 
esterase keine BeeinfluBbarkeit durch die Ausgangssubstratkonzentration 
baw. durch Strychninnitratzusatz. 

2. Das Pulver zeigt eine gute synthetisierende Wirkung bei de1 
Bildung von n-Butylbutyrat und n-Butyloleat. 

3. Es wurden einige Versuche iiber eine mégliche Regeneration 
des durch Erhitzen weitgehend inaktivierten Pankreaspulvers gemacht. 
Kine Regeneration ist nicht eindeutig feststellbar, wohl eine Beeinflussung 
der Konfigurationsspezifitat der Menschenpankreasesterase durch das 
Erhitzen. Ferner wurden einige Versuche ausgefiihrt, in denen Pankreas- 
und Leberextrakt zusammen auf d, ]-Methylmandelat einwirkten. Es 
zeigte sich, daB das Pankreasenzvm unabhangig von der gleichzeitg 
anwesenden Leberestcrase den Mandelsaiuremethylester spaltet. 











Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Kohlenhydrate. 
Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der 
Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In friheren Mitteilungen wurde bereits iiber die Beeinflussung der 
Atmung verschiedener Gewebe des Saiugetieres durch Lactat, Pyruvat, 
Methylglyoxal und Traubenzucker berichtet!. Hierbei zeigte sich, daB 
die Atmung verschiedener Gewebe des gleichen Tieres durch Glucose 
verschiedenartig beeinfluBt wird, so wie ich dies auch fiir andere chemische 
Kinfliisse in der letzten Zeit immer wieder betont habe!. Fiir diese 
verschiedene BeeinfluBbarkeit verschiedener Gewebe durch Glucose 
ist nicht bloB ihr Gehalt an praformierten Kohlenhydraten verant- 
wortlich zu machen, wie ein Vergleich z. B. von Herzmuskel und Zwerch- 
fell der zum Versuch benutzten 24 bis 48 Stunden lang niichternen 
tatten lehrt?. 

Die vorliegenden Versuche haben in Fortsetzung der friiheren 
Arbeiten die Beeinflussung der verschiedenen untersuchten Gewebe 
durch verschiedene Kohlenhydrate mit Warburgs Methode zu er- 
mitteln bezweckt. 

Die Ratten, deren Organe untersucht wurden, waren 24 Stunden lang 
niichtern gewesen. Die untersuchten Retinae von Rind und Schaf waren 
unmittelbar vor dem Versuch dem Bulbus entnommen. Grundlegende 
Unterschiede im Verhalten frischer und gealterter Organe, die immer beide 
untersucht wurden, traten nicht auf. 

Die Kohlenhydrate waren der gebrauchlichen Ringerlésung (0,9°,, 
NaCl, 0,023 °, KCl, 0,024°, CaCl, 0,026°, NaHCO,. pr 7.4) in m/100 
Konzentration zugesetzt worden. 


! Bruno Kisch, diese Zeitschr. 258, 347 u. 373, 1932; 257, 95, 1933; 
263, 75, 1933: Miinch. med. Wochenschr. 1932, S. 1947: Zeitschr. f. Kreis- 
laufforseh. 25, 5, 1933; Med. Welt 1933, Nr. 33, S. 1164. 

2 Vgl. hierzu auch C. N. H. Long u. G. T. Evans, Proc, Soc. exp. Biol. 
and Med. 30, 186, 1932. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Kohlenhydrate. 35 


Die Tabellen geben die Versuchsresultate wieder, die graphischen 
Darstellungen die Mittelwerte nur jener Versuche, bei denen am gleichen 
Material gleichzeitig die Wirkung aller dargestellten Kohlenhydratzusatze 
untersucht wurde. 

Die verwendeten Kohlenhydrate sind als reine Priparate von Merck 
bzw. Schering-Kahlbaum bezogen worden. 

Bei den Abbildungen bedeuten immer die Zahlen in den Klammern 
die Zahl der Versuchsreihen, die den Mittelwert ergeben, die Zahlen iiber 
den einzelnen Saulen den Mittelwert des Qp,. Unter den Saulen bedeuten NR 
zusatzlose Ringerlésung, die anderen leicht verstandlichen Abkiirzungen 
das Kohlenhydrat, das (m/100) der NR zugesetzt war. 


Pentosen. 

Hier wie bei allen folgenden Versuchsreihen wurde ein Versuch 
jeder Reihe ohne Kohlenhydratzusatz und einer mit m/100 Glucose- 
zusatz ausgefiihrt. Die Unter- 
suchungen mit Glucose besta- 
tigen durchaus die eigenen 
alteren Angaben. 


Retina 





Beziiglich der drei unter- 





suchten Pentose zs sich fol- a 3 
suchten Pentosen abt sich fol Eni we 
gendes sagen: Unter unseren Schaf (4) 
Versuchsbedingungen wird die 

Atmung der Retina von Rind Lwerchfell 


und Schaf durch m/100 Ara- 
binose oder Xylose_ deutlich 
gesteigert, aber — wesentlich 
schwacher als durch m/100 Glu- 


29 $3 on 43 ¥¥ 
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cose. Bei Rinderretina wirkt Rate (¥) 
Xylose stairker als Arabinose, a 

° ° ° 100e 
bei Schafretina nicht. Rhamnose eee 

; : : ; ae “3 
wirkt bei Rinderretina etwa V6) 4 
ebenso stark wie Xylose, bei Leber 
Schafretina nicht merklich. Es Lobe 6 75 
liegt hier also ein verschiedenes . 
Verhalten des gleichen Gewebes 
verschiedener Tierarten vor, wie —SRageagie Rg 
ich dies friiher bei Glucose d ZFortwrx'e FotuNS 
ich dies truher bei Giucose un Ratte (3) Katte (4) 
Aminosiuren auch gefunden Abb. 1. 


habe!. 

Die Atmung von Herzkammergewebe der Ratte wird durch Ara- 
binose, Xylose und Rhamnose ein wenig gesteigert,* durch Glucose 
viel starker. Die Atmung von Zwerchfell und Leber der Ratte wird 


1 Diese Zeitschr. 242, 26, 1931; 268, 89, 1933. 
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38 B. Kisch: 


durch die drei genannten Stoffe kaum merklich beeinfluBt, die der 
Rattenniere etwas gehemmt, durch Arabinose am deutlichsten. 


Einige Hexosen und Disaccharide. 

Rinderretina wird durch Lavulose etwa ebenso atmungssteigernd 
beeinfluBt wie durch Glucose, durch Galaktose deutlich weniger. 
Lactose und Saccharose hatten eine sehr geringe, Maltose hingegen 
eine deutliche Wirkung. 








Herzkammer Lwerchfell 
64 G5 oo 
ALT 
7 
w®r, dss ~~ SS 
SSSSSSH ECHS$S$S 
Rate (6) Rate y) 
Mere 
265 
































e~w SS vw 
SSSSSLS 
Katte (9) 
Abb, 2. 


, Bei der allgemeinen Verbreitung von Maltase in Zellen dirfte die 
Atmungssteigerung von Retina und Herzkammer durch Maltose wohl 
auf deren teilweise Spaltung zu Glucose zu beziehen sein, doch sind 
eigene Versuche dieser Art nicht ausgefiihrt worden, und die Atmungs- 
steigerung ist geringer als bei m/100 Glucose! Die Atmung von Herz- 
kammergewebe wird ebenfalls durch Glucose und Lavulose gleich stark, 
durch Galaktose etwas schwiacher gesteigert, noch schwacher durch 
Maltose und nicht merklich durch Lactose und Saccharose. Ent- 
sprechend den eigenen friiheren Erfahrungen mit Glucose wird die 
Atmung von Rattenzwerchfell durch Zusatz keines der untersuchten 
Zucker merklich gesteigert. Das gleiche gilt mit Ausnahme der Lavulose 
auch fiir die Rattenleber. Die Leber unserer 24 Stunden lang niichternen 
Ratten wurde durch Glucose nicht, durch Lavulose meist deutlich 
atmungssteigesnd beeinfluBt. Die Steigerung war nicht sehr hoch- 
gradig, optimal etwa 25 °,, ist aber, wie die Abbildung zeigt, im Gegen- 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Kohlenhydrate. 4] 


satz zu den iibrigen fast identischen Mittelwerten so auffallend, daB 
zufallige Einfliisse wohl auszuschlieBen sind. Dies gilt um so mehr, 
als die Lavulose auch bei der Rattenniere im Gegensatz zu allen iibrigen 
gepriiften Zuckerarten Atmungssteigerung bewirkt. 


Glucosamin und Mannose. 


(Diese Versuche sind zum Teil von Herrn cand. med. R. W.J. Miiller 


ausgefiihrt. ) 


Gleichzeitig mit dem Glucosamin wurde nicht nur die Wirkung 
von Glucose, sondern auch die von Mannose gepriift, da nach neuesten 
Untersuchungen das _ so- 
genannte Glucosamin ein 









































. . 2s Retina Herzkammer 
Mannosamin sein diirfte. 8 
0 77 49 48 
; 68 69 67 97 5 
Bei Retina, Herz, 36 7 38 34 23 
Leber, Zwerchfell und Niere 
—— ss — on = oe a 
war die Wirkung der Man eee Sassy eese Sess 
nose von der der Glucose Rind (8) Schat(¥) Ratte(8) — Meerschw(¥) 
nicht wesentlich unter- 
Ta ; », » ‘ % I¢ 1 1) » 
schieden. Glucosamin rief Lele LZwerchfell 
bei Rinder- und Schafretina 84 84 by 87 
etwa die gleiche intensive 49 Sf 4 
Atmungssteigerung wie 
Glucose und Mannose her- #7) as 
. “gps SssL Fess 
vor, wahrend die Wirkung Rate (5) atte (4) 
auf die Herzkammer der 
Ratte ganz  auffallend Niere (Rinde) 
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hemmend als Glucose und Mannose. Entsprechend eigenen friiheren 
Angaben ist die Beeinflussung der Niere verschiedener Tierarten 
durch Glucose auch bei diesen Versuchsreihen nicht identisch ge- 
funden worden. 





B. Kisch. 


Zusammenfassung. 


Mit der Warburgschen Methode wurde die Beeinflussung der 
Gewebsatmung durch Glucose, Xylose, Arabinose, Rhamnose, Lavulose, 
Mannose, Galaktose, Lactose, Maltose, Saccharose und Glucosamin 
vergleichend untersucht. 

Es zeigten sich typische Verschiedenheiten in der Beeinflussung 
der Atmung des gleichen Gewebes durch die verschiedenen Kohlen- 
hydrate, sowie verschiedener Gewebe des gleichen Tieres und bei Retina 
und Niere auch des gleichen Gewebes verschiedener Tierarten durch 
das gleiche Kohlenhydrat. 
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Trockengewichtsbestimmungen 
der Netzhaut verschiedener Tiere. 


Von 
Richard W. J. Miiller. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der 
Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1933.) 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die BeeinfluBbbarkeit 
der Gewebsatmung der Retina beauftragte mich Herr Prof. B. Kisch, 
Trockengewichtsbestimmungen verschiedener Tierretinae vorzunehmen. 


Cahn? gibt fiir den Wassergehalt der Retina beim Ochsen 86,52 und 
87,61°., berm Schwein 88,01°,, beim Pferd 89,99°, an. 

Lo Cascio* hatte bei der Rinderretina bei 24stiindigem Trocknen 
bei 60° einen Wassergehalt von 90,08, 89,09, 90,47, 91,36°, festgestellt. 


Methode. 


Die Augen wurden moglichst bald nach dem Tode des Tieres enukleiert, 
am Aquator aufgeschnitten und die Retina herausgenommen. Durch 
Auflegen auf gehartetes Filterpapier wurden die Netzhaute von anhaftenden 
Fliissigkeitstropfen befreit. Dann wurden sie ganz oder in einzelnen Stiicken 
méglichst rasch in kleine Wagenéipfchen gebracht und sofort gewogen. 
Das Trockengewicht wurde nach mehrstiindigem Trocknen im Trocken- 
schrank bei 105° C festgestellt. Gewichtskonstanz war schon nach 1'/,stiindi- 
gem Trocknen vorhanden. 


Tabelle I. 
Trockengewicht in Prozenten des Frischgewichtes. 





, ti Meer- 
Rind Schwein Schaf Hund Kaninchen schweinchen 


%o 9 °le 99 %9 99 


11,3 12,6 10,6 16,0 14,6 12,9 
12,5 12,4 11,4 16,7 17,1 10,4 
12,7 11,3 12,5 16,2 17,1 
12,3 11,4 12,9 17,3 17,5 
12,2 11,9 11,8 14,5 
11,5 12,7 11,4 17,8 
11,4 11,8 19,2 
12,3 11,1 12,8 
12,3 12,0 13,4 
12,8 14,8 
12,3 15,0 


1 4. Cahn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 5, 213, 1881. 
* Lo Cascio, Annali di Ottalm. e Clin. ocul. 51, 653, 1923. 
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Tabelle Il. Mittelwerte des Trockengewichts. 





Tier Cahn Lo Cascio Kigene Bestimmung 

Vg Of, oF 

ae tenis la ee 12,94 9,75 12,2 

OMNI 8. andy nin Bora 11,99 12,0 

Se ee ere 10,01 

DERN ges ee ne eos 11,75 

Hund Be ae eer 16,55 

Ce a 15,8 

Meerschweinchen ... . 11,65 


Fiir die Warburg-Versuche interessierte noch die mittlere Retina- 
dicke. Sie wurde angenahert folgendermaBen bestimmt: Retina- 
stiickchen wurden rechteckig geschnitten, tiber Millimeterpapier aus- 
gemessen und dann getrocknet. Mit Hilfe der in Tabelle II angefiihrten 
Mittelwerte der Trockengewichtsbestimmungen wurde aus dem Trocken- 
gewicht das Frischgewicht berechnet und dies gleich Volumen gesetzt 
da das spezifische Gewicht der Retina etwa gleich dem des Wassers 
ist. Die mittlere Dicke ist gleich Volumen: Flache. 


Tabelle IIL. 
Mittlere Dicke der Retina von Rind und Schwein in Millimeter. 





Zahl der Zahl der 
Rind Beobach- Schwein | Beobach- Lage des Retinastiickes 
tungen | tungen 
0,31 2 0,305 2 Temporal, Nahe der Pap. nervi optici 
0,275 2 0,25 + Temporal, peripher 
0,22 2 0,27 3 Nasal der Pap. nervi optici 


Zum Vergleich seien die mikroskopischen Untersuchungen von 
Schwalbe! an der menschlichen Retina angefiihrt : 


Nachste Umgebung der Sehnervenpapille. . . . . . . 0,4 mm 
Orin ee er ee ee te es ew a Oe 
Ger ORR OREOMUE a ks ee se ee le fe ee Gy 
ee: TUUUea = a ee PRI Ae 8 a ee OD 


Zusammenfassung. 

Ks wurde der Wassergehalt der Retina bei Meerschweinchen, 
Kaninchen, Hund, Schaf, Schwein, Rind bestimmt. 

Das Trockengewicht der Retina von Rind, Schwein, Schaf und 
Meerschweinchen betraigt etwa 12%, was mit den alten Angaben 
Cahns fiir Rind und Schwein genau iibereinstimmt. 

Bei Hund und Kaninchen wurde der Trockensubstanzgehalt der 
Retina héher (etwa 16°) gefunden. 

Mit Hilfe der Trockengewichtsmethode wurde die Dicke ver- 
schiedener Teile der Retina geschatzt. 


1G. Schwalbe, Lehrb. d. Anat. d. Sinnesorg. Erlangen 1887, 8. 90. 
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Notiz iiber die Siuretitration von Betain in Aceton. 


Von 


K. Linderstrém-Lang. 
(Aus dem Carlsberg Laborato ium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1933.) 


Professor Bb. Jirgensons hat mich liebenswiirdigerweise darauf 
aufmerksam gemacht, daB A. Fodor (1) in einer kiirzlich erschienenen 
Abhandlung ein Experiment anfiihrt, demzufolge Betain bei der Titration 
in Aceton mit Naphthylrot als Indikator (2) keine Salzsiure verbraucht. 
Da ich auf Grund meiner Kenntnis der angefiihrten Methodik mit 
Prof. Jirgensons dariiber einig bin, daB dieses Resultat héchst iiber- 
raschend scheint, habe ich einige Titrationsversuche mit Betain aus- 
gefiihrt. 

Betain wurde aus dem Chlorhydrat! durch Eindampfen einer wasserigen 
Lésung mit Bariumcarbonat und Extraktion des Riickstandes mit Alkohol 
dargestellt. Das Produkt wurde mehrmals aus absolutem Alkohol unter 
Zusatz von Ather umkristallisiert und im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet. 

2 cem einer 0,0962 n Lésung dieses Produktes (enthaltend 2,694 mg N) 
verbrauchten bei der Acetontitration: 

Kontrolle: 2cem Wasser + 0,132 cem n/10 HCl + den angefiihrten 
Acetonmengen. 


Acetonkonzentration . ... 90 92,5 95 % 

Gees: fictive. cea = 2864 2,041 2.057 cem n/10 HC! 
ORIEN Srl estas ivy (wins 32) eee 0,132 0,132 ., n/l0 HC) 
Mehrverbrauch. . ..... 1,872 1,909 1925 .. n/l0O HCl 
Prozent der Theorie . . .. O33 99,2 100.0 


2cem derselben Lésung verbrauchten bei der Titration mit Alkali in 
90°,igem Alkohol mit Thymolphthalein (Foreman, Willstdtter und Wald- 
schmidt-Leitz, Harris) 0.020 cem n/10 KOH. 


1 Fiir die Uberlassung des Praparates danke ich Herrn Ing. Holger 
Jergensen, A/S Dansk Garings-Industri. 
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Diesen Versuchen zufolge verhalt sich also Betain bei der Saure- 
titration ganz ebenso wie jede andere Aminosadure mit basischer Amino- 
gruppe nach folgendem Schema: 

N (CH,)} CH,COO- + Ht —>» N(CH,)$ CH, COOH. (I) 

DaB dagegen der ProzeB 

N(CH;)} CH, COO” + OH~ —» N(CH;); CH, COO” 
| 
OH 
in alkoholischem Medium und beim pu des Thymolphthaleinumschlages 
nicht in nachweisbarem MaBSe ablauft, ist ganz natiirlich. Hierin bin 
ich ubrigens mit Fodor ganz einig. 

Ich méchte schlieBlich bemerken, daB ich nicht ganz verstehe, 
welche Beziehung nach Fodor zwischen der Konstitutionsbestimmung 
seines Akropeptides (1) und dem Titrationsverhalten des Betains besteht. 
Das erstere enthalt namlich keine quaternaren Ammoniumbasen. Der 
Ausgangspunkt fiir odors Formulierung der Konstitution des Akro- 
peptides ist dagegen folgende Annahme: Die Proliniminogruppe eines 
Peptides geht mit der Carboxylgruppe eines anderen eine Verbindung ein 

NH + HOOC—R, — NH,—OOC—R, 


| (IT) 
Rk, R, 


die in wasseriger Lésung nicht ionisiert ist: 
NH,—00C—R, —> NH} + -00C—R, 
R, R, 
oder, um die Sache auf die Spitze zu treiben, die mit Wasserstoffionen 
in Aceton nicht aufgespalten wird zu 
NHy und HOOC—R, 
R, 


Fodor scheint zu glauben, daB die innere Bindung des Betains 
(nach alter Schreibart N(CH,),CH,COO) ein solches Verhalten zeigt; 


dies ist woh] der Grund dafiir, daB er eine Bindung vom Typus II als 
betainartig bezeichnet. Es mu indessen betont werden, daB die 
Anschauung Fodors zu der Konsequenz fiihrt, daB8 auch Prolin selbst 





NHS=R;—COO- (nach Fodor NHy=R;—C00) 
l | 


mit Salzsiure in Aceton nicht titrierbar sein sollte. Das Gegenteil 
habe ich jedoch seinerzeit gefunden, was auch von Fodor nicht be- 
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stritten wird. Nach modernen Gesichtspunkten besteht hier tiberhaupt 
kein Problem: das Betain unterscheidet sich nicht von anderen Amino- 
siuren durch irgendeinen speziellen Ringschlu8, sondern hat Zwitter 
ionenstruktur wie diese (Ion I). Es muBB somit als wahrscheinlich 
gelten, daB die angefiihrte Formulierung des Akropeptids (1) einer 
abermaligen Revision bediirftig ist [vgl. Jirgensons (3)]. 


Literatur. 


1) A. Fodor u. S. Kuk, diese Zeitschr. 259, 331, 1933. —- 2) K. Linder- 
stram-Lang, Zeitschr.f. physiol. Chem. 173, 32, 1927; C. r. Lab. Carlsberg 
17, Nr. 4, 1927. — 3) B. Jirgensons, diese Zeitschr. 257, 427, 1933. 








Uber Methyl- und Athylester des Himatoprosthetins und einer 
Verbindung von der Formel ©,,H,,N,0,Fe und zur Frage der 
Kohlenstoffzahl der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffes. 


Von 


Alfred Herzog. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1933.) 


Aus Griinden, die an spaterer Stelle angefiihrt seien, stellte ich 
wahrend meiner Studien iiber die prosthetische Gruppe des Blut- 
farbstoffes aus Hamatoprosthetin' und aus der ebenfalls von mir 
dargestellten kristallinischen Verbindung von der Formel Cy, H,N,0, Fe. 
auf die ich friiher schon hingewiesen hatte!, mit Methyl- und Athyl- 
alkohol Ester dar. Es leiten sich also die Ester des Hamatoprosthetins 
von einer Verbindung mit 33, die der anderen Substanz von einer 
solchen mit 34 C-Atomen ab. Aus den Analysen der dargestellten Ester 
sollte dann die Zusammensetzung der den letzteren zugrundeliegenden 
Kernsubstanzen berechnet werden, denen dann die gleiche Kohlenstoff- 
zahl zukommen mu, wie den Ausgangsprodukten. 


Darstellung der Praparate. 


In Anlehnung an die Methode der Darstellung des /-Hamins, die schon 
W. Kiister* zur Veresterung des Hamins und zur Darstellung von Methyl- 
estern aus Blut benutzt hatte, léste ich die betreffenden pulverisierten 
Substanzen in Methyl- bzw. Athylalkohol, die mit verdiinnter H,SO, 
angesauert worden waren. Der filtrierten, auf dem Wasserbad siedenden 
Lésung setzte ich langsam einige Tropfen konzentrierter HCl zu, woraut 
nach einigen Minuten weiteren Siedens die Ester der verwendeten Sub- 
stanzen kristallisiert ausfielen. Nach Absetzenlassen der Kristalle reinigte 
ich diese durch Waschen in der Zentrifuge zuerst mit einem Gemisch des 
verwendeten Alkohols und destillierten Wassers (zu gleichen Teilen), spater 
nur mit destilliertem Wasser und trocknete die Praparate zuerst bei 38. 
nachher bei 100°C. 


' 4. Herzog, diese Zeitschr. 204, 412, 1933. 
* W. Kiister, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 113, 1912. 
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Uber Methyl- und Athylester des Hamatoprosthetins usw. 49 


Beschreibung und Analysen des veresterten Hiimatoprosthetins. 


Methylester:; Prdparat 27 war in rechteckigen Platten von braun- 
schwarzer Farbe kristallisiert und war léslich in Athyl- und Methylalkohol, 
Aceton, Chloroform, Eisessig, Pyridin, Benzol (beim Erhitzen), schwach 
léslich in Ather, in Spuren léslich in konzentriertem, wasserigem Ammoniak 
und unléslich in verdiinnter NaOH und H,SO,. In 5°. iger Sodalésung 
ging die Substanz bei Erhitzen in Lésung. 

Prdaparat 38 und 50 waren gleich, und zwar in braunen Nadeln kristalli- 
siert und in gleicher Weise in Aceton, Chloroform, Eisessig, Pyridin und 
Benzol gut léslich, in Athyl- und Methylalkohol schwacher, in Ather in 
Spuren léslich, und in konzentriertem, wasserigem Ammoniak, verdiinntem 
NaOH und H,8 0, unléslich. In 5°,iger Sodalésung lésten sich die Praparate 
auch beim Erhitzen nicht. 

Athylester: Préparat 57 war ebenfalls in kleinen braunen Nadein 
kristallisiert, doch wichen diese in Form und Farbe von denen der Pra- 
parate 38 und 50 ab. In bezug auf Léslichkeit stimmte das Praparat mit 
den genannten Praparaten tberein. 

Die Analysen wurden von Herrn Dr. WM. K. Zacherl am medizinisch- 
chemischen Institut der Universitat Graz ausgefiihrt, wofiir ihm an dieser 
Stelle bestens gedankt sei. Die Praparate wurden vor der Analyse bei 
100° C im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Stickstoff wurde 
nach Dumas-Pregl, Methoxy! und Athoxyl nach Zeisel-Pregl und Chlor 
nach M. K. Zacherl und H.G. Krainick! bestimmt. 

Prdparat 27. 5,474 mg Substanz lieferten bei p 734, t 23°C, 0,410 cem 
N 8,13°, N:; 5,014mg Substanz bei p 734, ¢22,5°C, 0,374cem N 

- 831°, N; 5.290 mg Substanz 12,15 mg CO,, 2,42 mg H,O = 62,64°,) C, 
5,12°, H; 5,475 mg Substanz 12,54mg CQO,, 2,63mg H,O = 62,47°, C, 
5,38°, H; 3,220mg Substanz 0,375 mg Fe,O, = 8,13°, Fe; 4,315 mg 
Substanz 0,500 mg Fe,O, = 8,10°, Fe; 5,844mg Substanz 2,54mg AgJ 

5,74°, OCH,; 4,088 mg Substanz 1,80mg AgJ 5,82% OCH;; 
7.463 mg Substanz verbrauchten 0,985¢cem n/100 NaOH 4,68°, Cl; 
7,188 mg Substanz 0,955 ecm n/100 NaOH = 4,71°% Cl. 

Prdparat 38, 4,581 mg Substanz lieferten bei p 729, t 19° C, 0,354 cem 
N = 8,67°%, N; 4,893 mg Substanz bei p 724, ¢ 23° C, 0,390 cem N 8,76 °%, 
N; 3,253 mg Substanz 7,50 mg CO,, 1,.49mg H,O 62,88% C, 5.13% H; 
4,357 mg Substanz 10,09 mg CO,, 1.97 mg H,O 63,16°% C, 6,06% H:; 
3,263 mg Substanz 0,381 mg Fe,O, 8,17°, Fe; 4,537 mg Substanz 
0,543 mg Fe,O, = 8,37°,, Fe; 3,753mg Substanz 2,50mg AgJ = 8,80°, 
OCH,; 3,974mg Substanz 2,54mg Ag J 8,44°,, OCH,; 6,392mg Substanz 
verbrauchte 0,851 cem n/100 NaOH = 4,72°, Cl; 6,068 mg Substanz 
0,773 eem n/100 NaOH = 4,52°, Cl. 

Prdparat 50. 3,699 mg Substanz lieferten bei p 740, t 17° C, 0,284 eem N 
= 8,80°, N; 4,706 mg Substanz bei p 740, ¢ 17° C, 0,371 cem N 9,04% N; 
3,265 mg Substanz 7,54 mg COx,, 1,44 mg H,O, 0,408 mg Fe,O, 62,98 % C, 
4,94°, H, 8,74°, Fe; 3,716mg Substanz 8,61 mg CO,, 1,68mg H,O 
= 63,19°, C, 5,06°, H; 3,076 mg Substanz 0,381 mg Fe,O, = 8,66°, Fe; 
3,254 mg Substanz 2,15mg AgJ = 8.73°, OCH,; 3,501mg Substanz 
2,29mg Ag J 8,64°,, OCH,; 5,766 mg Substanz verbrauchten 0,826 cem 
n/100 NaOH = 5,08°, Cl; 5,568 mg Substanz 0,826ceem n/100 NaOH 
= §,26% Cl. 


1 M. K. Zacherl u. H.G. Krainick, Mikrochem. 11, 61, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 4 











50 A. Herzog: 
Prdparat 57. 4,665 mg Substanz lieferten bei p 735, t 17° C, 0,304 cem N 
7,42°, N; 4,376mg Substanz bei p 735, t 22°C, 0,295cem N 7,564% N; 
3,853 mg Substanz 8,98 mg COs, 1,89 mg H,O, 0,440 mg Fe,O, = 63,96 °, C, 
5,52°, H, 8,03°, Fe; 4,011 mg Substanz 9,40 mg CO,, 2,01 mg H,O 
63,77 % C, 5,36°, H; 4,369 mg Substanz 0,507 mg Fe,O, = 8,12°, Fe; 
4,402 mg Substanz 3,25mg AgJ 13,61°, OC,H;; 3,183 mg Substanz 
2,23 mg AgJ 13,44°,, OC,H;; 6,459 mg Substanz verbrauchten 1,006 cem 
n/l00 NaOH 5,52°, Cl; 5,649 mg Substanz 0,906 cem n/100 NaOH 
5.69% Cl. 
Mittelwerte. 





Pri- | Pri- | Pra-  Pri- Berechnet fiir 
parat parat | parat parat 
27 38 50 57 


C34 Hg2NgOq FeCl Cz5HagNgOg FeCl C37 Hyg Ng 04 Fe Cl 


Oy 0/5 | Of, 0/5 019 Oj, Oo 
C . . 62,55 63,02 63,09 63,87 62,59 63,10 64,01 
H 5,25 5,10 5,00 544 4,95 5,15 5,52 
N. 8,32 8,71, 8,92 7,48 8,64 8,42 8,08 
Fe. 8,12) 8,27 8,70, 8,08 8,57 8,39 8,05 
Cl. . | 4,70 4,62 517 5,60 5,44 5,33 5,11 
OCH, | 5,78) 8,62) 8,69) — 4,76 9,03 — 
OC, H,| — | — | — {1882 — — 12,99 


Auf Grund der Analysen entspricht also Praparat 27 einem Mono- 
methylester, Praparat 38 und 50 einem Dimethylester und Praparat 57 
einem Didthylester des hypothetischen Chlorhdmatoprosthetins. Mit 
dem Vorliegen eines Monomethylesters im Praparat 27 stimmt nach 
W. Kiister auch dessen Léslichkeit in 5°%,iger heiBer Sodalésung, mit 
dem Vorliegen von Dimethylestern in den Praparaten 38 und 50 deren 
Unléslichkeit in 5 %iger heiBer Sodalésung tiberein!. 


Beschreibung und Analysen der veresterten Substanz (,, H,, N, 0,Fe. 


Methylester: Die Prdéparate 23 und 37 waren gleich, und zwar in dunkel- 
braunen feinen Nadeln kristallisiert, die sich oft zu Doppelkeulenformen 
zusammenlagerten, und waren in gleicher Weise léslich in Aceton, Chloroform, 
Kisessig, Pyridin und Benzol, schwach léslich in Methyl- und Athylalkohol, 
in Spuren léslich in Ather, und unléslich in Ammoniak, verdiinntem NaOH 
und H,SQy,, desgleichen in 5°,iger Sodalésung, auch nicht beim Erhitzen. 

Athylester: Prdparat 54 und 55 waren ebenfalls gleich kristallisiert, 
und zwar in feinen Nadeln, die von denen der Praparate 23 und 37 in Form 
und Farbe verschieden waren, hingegen gegeniiber letzteren in bezug aut 
Léslichkeit lediglich insofern einen Unterschied zeigten, als sie in 5° ,iger 
Sodalésung beim Erhitzen teilweise in Lésung gingen. 

In den Kristallformen waren diese Praparate von den entsprechenden 
des Hamatoprosthetins abweichend. 

Beziiglich der Durchfiihrung der Analysen gilt das bei den Analysen 
des veresterten Hamatoprosthetins Gesagte. 


1 W. Kister, |. c. 
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Prdparat 23. 4,382 mg Substanz lieferten bei p 732, ¢ 20° C, 0,325 cem N 
8,34°,. N; 4,058 mg Substanz bei p 732, ¢ 22° C, 0,309 cem N 8,48°. N; 
4,372 mg Substanz 10,13 mg CO,, 2,27 mg H,O = 63,19°, C, 5,81°, H; 
5,255 mg Substanz 12,20 mg CO,, 2,75 mg H,O = 63,32°, C, 5,85°, H; 
4,014mg Substanz 0.496mg Fe,O, = 8,64°, Fe; 5,685 mg Substanz 
0,685 mg Fe,O, 8.43°, Fe; 4,327 mg Substanz 2,65mg AgJ 8,09 % 
OCH,; 4.385 mg Substanz 2,54mg AgJ 7,83°, OCH,; 5,791 mg Sub- 
stanz verbrauchten 0,724 cem n/100 NaOH 4,43°, Cl; 5,709 mg Sub- 
stanz 0,694 ecm n/1l00 NaOH 4,31°, Cl. 
Prdparat 37. 4,668 mg Substanz lieferten bei p 728, ¢ 21° C, 0,375 cem N 
= 8,90°, N; 4,697 mg Substanz bei p 729, t 23° C, 0,384 ccm N = 9,04°, N; 
4,149mg Substanz 9,63 mg CO, 1,98mg H,O = 63,30°, C, 543°, H; 
3,955 mg Substanz 9,16mg CO,, 1,89mg H,O = 63,17°, C, 5,385°, H; 
4,754 mg Substanz 0,578 mg Fe,O, 850°, Fe; 2,554 mg Substanz 
0,315 mg Fe,O, = 8,63°,, Fe; 3,912 mg Substanz 2,40mg AgJ 8,10°% 
OCH;; 3,813 mg Substanz 2,29mg AgJ 7,93°,, OCH,; 6,172 mg Sub- 
stanz verbrauchten 0,931 cem n/100 NaOH 5,35°,, Cl; 5,703 mg Substanz 
0,840 cem n/100 NaOH 623°. Cl. 
Prdparat 54. 3,270 mg Substanz lieferten bei p 735, t 17° C, 0,250 cem N 
= 8,70°, N; 3,127 mg Substanz bei p 735, t 17° C, 0,246 cem N = 8,96°, N; 
4,483 mg Substanz 10,48 mg CO,, 2,17 mg H,O = 63,76°, C, 5,42°, H; 
3,419 mg Substanz 8,00 mg CQ,, 1,65 mg H,O 63,81% C, 540% H:; 
5,256mg Substanz 0,607 mg Fe,O, = 8,08°, Fe; 3,367mg Substanz 
0,389 mg Fe,O, = 8,08°, Fe; 3,670 mg Substanz 1,85mg AgJ 9,67 % 
OC,H;: 3,799mg Substanz 1,89mg AgJ 9,45°, OC,H;; 5,814 mg 
Substanz 0,796cem n/100 NaOH 4,85°, Cl; 5,972 mg Substanz 
0,826 cem n/100 NaOH = 4,90°, Cl. 
Prdparat 55. 3,969 mg Substanz lieferten bei p 734, ¢ 18° C, 0,297 ecm N 
8,48°, N; 3,969 mg Substanz bei p 735, t 18° C, 0,299 cem N 8,55% N; 
3,688 mg Substanz 8,60 mg CO,. 1,72 mg H,O0 = 63,60°, C, 5,22°, H:; 
4,131 mg Substanz 9,66 mg CO,, 1,89 mg H,O, 0,492 mg Fe,O, = 63,77°,, 
5,36°, H, 8,20°, Fe; 4,275 mg Substanz 0,501 mg Fe,O, 8,20% Fe; 
3.351 mg Substanz 1,69mg AgJ 8,85°, OC,H;; 3.317 mg Substanz 
166mg AgJ = 8,74°, OC,H;; 5,331 mg Substanz verbrauchten 0,926 cem 
n/100 NaOH 6,16°,, Cl; 6,051 mg Substanz 1,025cem n/100 NaOH 
6,02°, Cl. 
Mittelwerte. 





Pri- | Pri- | Pri- Pra- Berechnet fiir 

parat parat, parat parat a ee eee ee Soa Pa 

23 37 54 55 a : . : : min . a 

C3g Hyg Ng Og FeCl Cyg HggN4 O04 FeCl Cys Hypo Ng Og FeCl 

Oo 0/, 9/9 0} 0), Vo 9 
C . . 63,25 63,24 63,79 63,69 63,55 63,55 64,44 
H.. 5,83 5,39 5,41 5,29 5,34 5,34 5,70 
N... 841) 8,97 8,83 8,52 8,24 8,24 7,91 
Fe. . 8,53) 8,57 8,08 8,27 8,22 8,22 7,89 
Cl. . 4,37, 5,29 4,88 6,09 5,22 5,22 5,01 
OCH, | 7,96! 8,02} — | — 9,13 on one 
OC,H; — | — | 9,56 8,80 _ 6,63 12,73 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB die Praparate 23 und 37 als Di- 
methylester betrachtet werden kénnen und daB es sich bei den Pra- 


4* 
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paraten 54 und 55 anscheinend um Mischpraparate des Mono- und 
Didthylesters handelt, wie aus einem Vergleich der gefundenen mit 
den verlangten Athoxylwerten hervorgeht. Mit dieser Annahme im 
Kinklang stehend diirfte auch die teilweise Léslichkeit der beiden 
Priparate beim Erhitzen mit 5°,iger Sodalésung aufzufassen sein. 
Da nun aber weiterhin die Ausgangssubstanz durch Erhitzen mit NaCl 
und Kisessig in T’eichmannsche Kristalle iiberfiihrbar ist und ein Di- 
methylhiamin W’. Kiisters! dieselbe Zusammensetzung (némlich 63,31 °% 
©, 53% H, 8.55% Fe, 58% Cl und 8,32° OCH) zeigte, kénnen die 
dargestellten Ester als mit den entsprechenden des Schalfejewschen Haimins 
identisch aufgefaBt werden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Schon die Zusammensetzung des Priparats 27 mit 62,55°% C und 
5,78 % OCH,, dessen C-Wert also dem eines Schalfejewschen Hamins 
entspricht, weist darauf hin, daB die Kernsubstanz dieses Priparats 
33 Kohlenstoffatome besitzen mu8. Ich habe daher bei allen angefiihrten 
Praiparaten aus den gefundenen Analysenwerten die Zusammensetzung 
ihrer Kernsubstanzen wie folgt berechnet. 


Ich subtrahierte den aus dem gefundenen Methoxyl- bzw. Athoxylwert 
errechneten Kohlenstoffwert (Wert A) von dem gefundenen C-Wert des 
Praparates, und weiterhin jenen Wert, der von dem gefundenen Methoxyl- 
bzw. Athoxylwert einer CH,- bzw. C,H4-Gruppe entspricht (ein Wasserstoff 
muBB wegen des Wasserstoffs der Carboxylgruppe in Rechnung gestellt 
werden) (Wert B), von 100 und rechnete das Verhialtnis dieser beiden Werte 
auf 100 um. In ahnlicher Weise ging ich bei dér Berechnung des prozentualen 
Wasserstoffs der Kernsubstanz vor, wihrend N, Fe und Cl direkt mit Wert B 
ins Verhaltnis gesetzt und auf 100 bezogen wurden. Am Praparat 27 ge- 
staltet sich z. B. die Berechnung folgendermaBen. Gefundene Zusammen- 
setzung des Priparates: 62,55 °, C, 5,25°, H, 8,83°,, N, 8,12°, Fe, 4,70°, Cl 
und 5,78°%, OCHs. 

Kohlenstoff. 


Wert A erhalt man nach der Gleichung 5,78: x 31,024: 12 und 
betragt 2,23; Wert B erhailt man nach der Gleichung 5,78: 2 = 31,024 
: 14,016 und betragt 2,61; Wert A wird von 62,55 subtrahiert und ergibt 
60,32, Wert B von 100 und ergibt 97,39. Nach der Gleichung 60,32 : 97,39 

x:100 erhailt man als prozentualen Kohlenstoff der Kernsubstanz 
61,94°% C. 
Wasserstoff. 


Nach der Gleichung 5,78: x = 31,024: 1,008 erhalt man als Wert A 
0,184, der mit zwei multipliziert (weil es sich hier um zwei Wasserstoffe 
handelt) und von 5,25 abgezogen wird. Aus dem so erhaltenen Wert 4,88 
wird nach der Gleichung 4,88 : 97,39 = x: 100 der prozentuale Wasserstoff 
der Kernsubstanz berechnet und betragt 5,01°, H. 


1 W. Kiister, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 151, 1912. 
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Stickstoff, Eisen und Chlor. 


Die prozentualen Werte der Kernsubstanz dieser Elemente werden 


nach der Gleichung gefundener Wert: 97,39 


x: 100 berechnet. 


einzelnen Elemente ergeben sich daher folgende Werte: 
8,12. 100 


8,33 . 100 


4.70. 100 


Fiir die 


8,55% N; 8,34 °, Fe ; 4,82°, Cl 
a O,ok A ~ oe Oye He — O46 " 
97,39 > 97,39 a 97,39 ‘ 

Berechnete Zusammensetzung der Kernsubstanz des ver- 


esterten Hamatoprosthetins. 





Priiparat Priparat Priparat Priparat Berechnet fiir 
4a 38 50 57 Mittelwert ©. HyoN, 0, FeCl 

0 0 0 0 0 0 0}, | 0/5 0 0 
re 61,94 62,11 62,17 61,75 61,99 62,14 
| ee 5,00 4,72 4,62 4.44 4,69 4,74 
ee 8,55 9,06 9,28 8,15 8,76 8,79 
Fe... 8,34 8,60 9,06 8,80 8,70 8,76 
Oo ae 4,82 4,81 5,38 6,10 5,27 5,57 

Berechnete Zusammensetzung der Kernsubstanz der ver- 


esterten Verbindung C,,H,,N,0,Fe. 





Mittel- Berechnet fiir 
Priiparat 23 | Praparat 37 Priiparat 54 Priiparat 55 wert C34 HgoNq O04 FeCl 
0 0 0 0 0 0 O!5 0 0 0 0 
Dine “3. 62,42 62,40 62,41 62,43 62,41 62,59 
| eee 5,40 5,05 4,84 4,39 4,92 4,95 
Se 8,72 9,31 9,39 9,01 9,11 8,64 
Pes +s 8,84 8,89 8,59 8,75 8,78 8,57 
| Se 4,53 5,49 5,19 6,44 5,41 5,44 





Eine ahnliche Zusammensetzung ergibt auch die Kernsubstanz des 
friiher angefiihrten Dimethylhaminpraparates W. Kiisters, namlich 62,51 °, C, 
4,83 °, H, 8,88°, Fe und 6,03°, Cl, die also mit der Zusammensetzung der 
Ausgangssubstanz, einem nach Schalfejew dargestellten Hamin, itiberein- 
stimmt. Bei einem veresterten Hamatin W. Kiisters, das 65°, C und 
2,1°, CH, bei den Analysen ergeben hatte’, fiihrt die Berechnung des Kohlen- 
stoffes der Kernsubstanz zu einem Wert von 64,49°,, der mit dem fiir ein 
Hamatin verlangten C-Wert von 64,44°, ebenfalls sehr gut iibereinstimmt. 

Aus den beiden Tabellen und Praparaten W. Kiisters geht hervor, 
daB die Berechnung tatsachlich zu Werten fiihrt, die sich fiir die Kern- 
substanz der veresterten Verbindungen erwarten lassen. 
also die fiir die Kernsubstanz des veresterten Himatoprosthetins er- 
rechneten Werte einem hypothetischen Chlorhdmatoprosthetin, die fir 
die Kernsubstanz der Verbindung 
C3,H3,N,0,Fe errechneten Werte der Zusammensetzung eines Schalfejew- 


Es entsprechen 


veresterten von der Formel 


1 W. Kiister, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 185, 1913. 
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schen Hamins. Wenn auch die Differenz im Kohlenstoff der Kern- 
substanzen zwischen den Praparaten 27, 38, 50, 57 einerseits und den 
Praparaten 23, 37, 54, 55 andererseits nicht grof ist, so entspricht 
sie vollstindig der Erwartung und ist konstant vorhanden. Ich mu 
daher in dieser konstanten Differenz im Kohlenstoff und der Uberein- 
stimmung mit der erwarteten berechneten Zusammensetzung einen weiteren 
Beweis dafiir erblicken, daB das Hdmatoprosthetin nur 33 Kohlenstoffe 
besitzt, wobei hervorgehoben sei, daB es sich bei simtlichen Praparaten 
um chlorierte, veresterte Substanzen handelt und sich die Verbindung 
von der Formel C,,H3,N,0,Fe vom Hamatoprosthetin lediglich durch 
den Mehrbesitz eines C- und zweier H-Atome unterscheidet. 


Zur Frage der Zahl der C-Atome der prosthetischen Gruppe des Blutfarbsto}fs. 


Die Darstellung und Berechnung der Kernsubstanzen der vorher- 
beschriebenen Praparate habe ich vornehmlich deswegen vorgenommen, 
um eine Bewertungsgrundlage fiir Praparate von Methylestern der prostheti- 
sehen Gruppe des Blutfarbstoffes zu erlangen, die W. Kiister nach der 
Methode der Darstellung des /-Hémins, jedoch mit Methylalkohol statt 
Athylalkohol, gewonnen hatte. Auf Grund der immer nur teilweisen Léslich- 
keit der Rohprodukte in bestimmten Lésungsmitteln hatte W. Kiister 
erkannt, daB es sich bei seinen Rohprodukten um Mischprodukte handle: 
er hatte daher versucht, diese Rohprodukte teils durch — fraktio- 
nierte Umkristallisation, teils durch Lésen und weitere Veresterung auf- 
zuschlieBen und reine Priparate zu gewinnen!. 

Nun habe ich die C-Werte der Kernsubstanzen dieser umkristallisierten 
bzw. umgeschiedenen Priaparate berechnet und diese neben den von 
W. Kiister gefundenen C- und CH,-Werten und der Seitenzahl der Bande, 
wo ich die Analysenergebnisse gefunden habe, in der folgenden Tabelle 
angegeben. 

Tabelle. 








| Errechneter Errechneter 
, Gefundener |Gefundener C-Wert der Gefundener Gefundener C-Wert der 
Seite C-Wert | CH 3-Wert Kern- Seite C-Wert C H3-Wert Kern- 

| substanz substanz 

%o %lo lo %o %p %F9 

128 63,49 4,19 62,58 138 62,94 | 1,70 62,65 
130 63,60 3,90 62,77 139 63,00 3,20 62,30 
130 63,60 2,60 63,05 140 63,12 2,92 62,49 
131 62,40 2,18 61,92 142 62,97 3,17 62,28 
131 62,42 2,25 61,92 143 63,25 1,90 62,84 
132 63,14 4,15 62,24 143 63,08 1,80 62,65 
132 63,30 4,09 62,42 143 62,78 1,83 62,38 
134 64,17 3,50 63,45 149 63,04 3,65 62,25 
134 63,93 3,80 63,13 194 63,23 4,60 62,23 
134 62,98 3,10 62,30 194 63,39 4,44 62,42 
135 63,51 2,21 63,05 196 63,06 4,40 62,10 
138 63,47 308 62,95 


' W. Kiister, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 128—149, 
1912; 86, 194, 196, 1913. 
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Die Tabelle zeigt, daB den in Frage stehenden Praparaten W. Kiisters 
Kernsubstanzen zugrunde liegen, die eimen ganz verschiedenen C-Gehalt 
aufweisen, der teils viel tiefer, teils aber auch viel héher liegt, als er beim 
Schalfejew-Hamin gefunden wird, so daB sich schon aus diesem verschiedenen 
C-Gehalt der Kernsubstanzen die von W. Kiister bei seinen Rohprodukten 
gefundene immer nur teilweise Léslichkeit in bestimmten Lésungsmitteln 
erklart. Wenn man die fiir die Kernsubstanzen dieser Priiparate berechneten 
C-Werte mit den C-Werten des Chlorhaimatoprosthetins des nach Schalfejew 
dargestellten Himins und einer hypothetischen Verbindung vergleicht, 
die noch ein Kohlenstoffatom und zwei Wasserstoffe mehr besitzt als 
letzteres, so ergibt sich, da den genannten Verbindungen 62,14, 62,59 und 
63,10°, C zukommen, dap die C-Werte der Kernsubstanzen der Prdparat 
W. Kiisters teils dem eines Chlorhdmatoprosthetins, teils dem eines Schalfejew- 
schen Hdmins, teils aber auch dem einer Verbindung von der Formel 
C3;H3,N,O,FeCl nahe stehen. Wenn man weiterhin fiir Schalfejewsches 
Hamin eine Schwankungsbreite der C-Werte zwischen 62,33 und 62,80°, © 
annimmt (von 20 Analysen der Literatur fand ich nur drei, bei denen der 
C-Wert unter 62,33°, lag), so wiirden von diesen Priaparaten W. Kiisters 
acht mit einer Kernsubstanz von 34, neun (weniger als 62,33°, C enthaltende 
Kernsubstanzen) mit einer solchen von 33 und sechs (mehr als 62.80°, C 
enthaltende Kernsubstanzen) mit einer solchen von 35 Kohlenstoffatomen 
aufzufassen sein. (Vereinzelte Priparate Kiisters, die auf eine Kernsubstanz 
mit noch héherer Kohlenstoffzahl lauten, habe ich nicht angefiihrt.) Die 
acht Prdparate mit Kernsubstanzen von 34 C-Atomen ergeben einen C-Mittel- 
wert von 62,54°, (nach Schalfejew dargestelltes Hamin verlangt 62,59°., C), 
die neun Prdparate mit Kernsubstanzen von 33 C-Atomen ergeben als Mittel- 
wert 62,17%, C (Chlorhdmatoprosthetin verlangt 62,/:°., C) und die sechs 
Prdparate mit Kernsubstanzen von 35 C-Atomen ergeben einen M ittelwert 
von 63,08° C (fiir Cy;H3,N,O 4h eCl berechnet 63,10°, C). 

Aus der Ubereinstimmung der angefiihrten Mittelwerte mit den von 
den genannten Vergleichssubstanzen verlangten Werten mu ich in An- 
lehnung an meine eingangs beschriebenen Experimente schlieBen, dap 
den in Frage stehenden Methylestern W. Kiisters Kernsubstanzen mit 
33, 34 und 35 C-Atomen zukommen. BesiBe die prosthetische Gruppe 
des Haimoglobins aber 34 C-Atome, dann waren C-Werte von Kern- 
substanzen bei umkristallisierten bzw. umgeschiedenen Praparaten 
von 61,92, 61,92 und 62,10 °% C nicht zu verstehen. Da sich aber weiterhin 
eine Annahme, daB es sich bei der prosthetischen Gruppe nicht um eine, 
sondern um mehrere Substanzen mit 33, 34 und mehr C-Atomen handelt, 
mit verschiedenen experimentellen Tatsachen nicht vereinbaren 1aBt, 
da ferner bei meinen veresterten Praiparaten und zwei entsprechenden 
Praparaten W. Kiisters die fiir die Kernsubstanz errechnete prozentuale 
C-Zahl mit der erwarteten iibereinstimmte, daher der verwendete 
Methylalkohol fiir den héheren C-Gehalt verschiedener in der Tabelle 
angegebener Kiisterscher Praparate nicht gut verantwortlich gemacht 
werden kann, so muB ich im den in der Tabelle angefihrten Praparaten 
W. Kiisters Produkte erblicken, bei denen die Spaltung der prosthetischen 
Gruppe vom Globin in ungleicher Weise verlaufen ist, und zwar so, dap 
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bei der Spaltung des Hamoglobins ein bis mehrere urspriinglich dem Globin 
zugehdrende Kohlenstoffe an die prosthetische Gruppe gebunden geblieben 
sind. Zur gleichen Annahme aber sah ich mich schon anlaBlich der 
Darstellung Teichmannscher Kristalle aus dem mit Haimatoprosthetin 
synthetisierten Hamoglobin veranlaBt!. DaB aber die Zahl 33 fiir die 
C-Atome die tiefste ist, die sich aus den Kiisterschen Praparaten fiir 
die Kernsubstanzen ergibt, weist darauf hin, daf die prosthetische Gruppe 
des Blutfarbstof{fs 33 Kohlenstoffatome besitzt. 


Zusammenfassung. 


1. Es konnten Methyl- und Athylester des Hamatoprosthetins und 
einer Verbindung von der Formel C3,H3,N,0,Fe dargestellt und beschrieben 
werden. 

2. Durch Berechnung konnte die Zusammensetzung der Kern- 
substanzen der veresterten Praparate ermittelt und so abermals nach- 
gewiesen werden, dap das Himatoprosthetin nur 33 C-Atome besitzt. 

3. Es konnte durch Berechnung gezeigt werden, daB den von 
W. Kiister aus Blut dargestellten Methylestern Kernsubstanzen mit einer 
Zahl von C-Atomen von 33 aufwdrts zugrunde liegen und weiterhin in 
Ubereinstimmung mit friiheren Versuchsergebnissen die Auffassung 
vertreten werden, daB 

a) die veresterten Pradparate mit Kernsubstanzen von 33 C-Atomen 
als Ester der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs anzusehen, 

b) die Kernsubstanzen mit mehr als 33 Kohlenstoffatomen aber auf eine 
nicht immer an den gleichen Stellen erfolgende Spaltung vom Globin zuriick- 
zufiihren sind, so dap urspriinglich dem Globin zugehérende C-Atome an 
die prosthetische Gruppe gebunden bleiben. 


1 A. Herzog, |. c. 
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Uber die Lichtbrechung der Himoglobine 
verschiedener Tierarten. 


Von 


Stefan Schénberger. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]l. ungar. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1933.) 


Es liegen bereits von manchen Autoren Befunde dariiber vor, 
daB die Himoglobine verschiedener Tierarten in ihren chemischen und 
optischen Eigenschaften Unterschiede zeigen. So fanden z. B. Valer}, 
Kaiser?, Timar® Verschiedenheiten im Schwefelgehalt, Macela und 
Seliskar* in der Sauerstoffdissoziationskurve, Simonovits® in der opti- 
schen Aktivitaét der Oxyhaimoglobine, Barcroft und Mitarbeiter® 
schlieBlich in der Lage der Absorptionsbande im Spektrum der CO- 
Hamoglobine verschiedener Tierarten. Es war daher die Frage von 
Interesse, ob diese Verschiedenheiten auch in den Refraktionskonstanten 
zum Ausdruck kommen, die ja in hohem Mae von der Konstitution 
der Molekel abhangig ist. 

Es finden sich zwar in der Literatur Angaben iiber refraktometrische 
Untersuchungen im Blute. So teilen Stoddard und Adair? mit, daB sie die 


Konstante ,,a‘*§ des Hamoglobins aus Menschenblut gleich 194 gefunden 
haben. Howard® hingegen, der mit der Méglichkeit, daB die Konstanten ,,a** 


1 Diese Zeitschr. 190, 444, 1927. 
2 Ebenda 192, 58, 1928. 

3 Ebenda 202, 365, 1928. 

‘ J. of Physiol. 60, 428, 1925. 


Diese Zeitschr. 233, 449, 1931. 
® Proc. Roy. Soc. B. 97, 61, 1925. 
7 J. of biol. Chem. 57, 437, 1923. 
8 Bezeichnet n, den Brechungsexponenten des Lésungsmittels, m, den 
Brechungsexponenten der Lésung, ¢ die Konzentration des gelésten Proteins, 
soe Sig oo By ‘ : i : ; 
so ist =a. ,a°* bezeichnet also das Refraktionsinkrement, das 
c 


irgendein Lésungsmittel durch Auflésen 1°, irgendeiner Substanz erfahrt. 
In vorliegender Arbeit wird stets a . 10° gebraucht. 
® J. of biol. Chem. 41, 537, 1920. 
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fiir das Hamoglobin aus Blutl6sungen verschiedener Tierarten verschieden 
sein kénnen, gar nicht rechnet, teilt einen aus Kaninchen-, Ratten-, Hunde-, 
Pferde- und Rinderblut ermittelten Mittelwert fiir die Konstante  ,,a‘ 
gleich 178 mit, ohne jedoch die einzelnen gefundenen Konstanten in seiner 
Arbeit anzugeben. Aus seinen Angaben kénnen sie jedoch berechnet werden. 


Tabelle I. 





Tierart 105 .a Tierart 105 .a 
Kaninchen 175 Hund 194 
" 173 Pferd 188 
Ratte 160 "4 178 
- 179 Rind 175 
Hund 174 p 188 
‘s 16: n 170 
" 178 = 181 
. 176 2 176 





Aus den so berechneten Werten, die in Tabelle | zusammengestellt 
sind, ist ersichtlich, daB Differenzen in den Konstanten bet ein und 
derselben Tierart bis etwa 17°, bestehen, und daher die Berechnung eines 
Mittelwertes gar nicht berechtigt ist. 


Aus der Literatur ist also nicht zu entscheiden, ob Hamoglobine 
verschiedener Herkunft auch verschiedene refraktometrische Kon- 
stanten haben; die Entscheidung der Frage jedoch ist nicht nur 
theoretisch, sondern auch praktisch wichtig, da ja sowohl Howard 
wie Stoddard und Adair die Refraktionskonstante ,,a‘‘ zwecks Kon- 
zentrationsbestimmungen festgestellt haben; wenn namlich die Refrak- 
tionskonstante des Hamoglobins je nach der Tierart verschieden ist, 
so muB8 man dies bei den Konzentrationsbestimmungen an Blut- bzw. 
Hamoglobinlésungen verschiedener Tierarten beriicksichtigen, und man 
kann sich mit einem ,,Mittelwert‘*', wie dies Howard tut, nicht begniigen. 
{s soll demnach im folgenden iiher Untersuchungen berichtet werden, 
die auf Anregung und unter Leitung von weil. Prof. P. Hari ausgefihrt 
wurden, und die sich auBer mit der Beantwortung der oben gestellten 
Frage auch mit jener beschaftigen, welche den EinfluB des Lésungs- 
mittels, fernerhin des wiederholten Umkristallisierens auf die Refraktions- 
konstante ,,a°* betrifft. 


Die Methodik der Versuche. 


Als Ausgangsmaterial diente  kristallisiertes Oxyhamoglobin aus 
Pferde-, Rinder- und Hundeblut. Das Oxyhamoglobin vom Pferd wurde 
nach Willstdtter und Pollinger, das vom WHunde nach Hoppe-Seyler 
dargestelit. Um eine bessere Abscheidung der Stromata zu erreichen, 
muBte ich bei der Gewinnung des Oxyhaémoglobins aus Rinderblut von der 
Willstdtter-Pollingerschen Methode abweichend vorgehen, und — woraut 
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schon Simonovits (1. ¢.) aufmerksam machte dem Atherhaimolysat vor 
dem Zentrifugieren !/,, bis '/; Volumen destillierten Wassers zusetzen. 
Aus dem Kristallkuchen wurden etwa 1,0- bis 5,0°,ige Lésungen bereitet, 
anfangs sowohl in Wasser als auch in 0,1 °,iger Natriumhydrocarbonat- 
lésung und 0,1 °,iger Ammoniaklésung, spaiter aber nur in 0,1 °,iger Ammo- 
niaklésung. Die Konzentration der Lésungen wurde aus dem Gehalt an 
Trockensubstanz berechnet. Zu diesem Zwecke wurden zwei abgewogene 
Proben des gut verriihrten Kristallkuchens, zunachst mindestens 24 Stunden 
bei 37°C, sodann | Tag an der Luft getrocknet, fein pulverisiert, und nun 
das Trocknen 1m Glycerintrockenschrank bis zur Gewichtskonstanz fort - 
gesetzt, und aus den verschiedenen Gewichten die Trockensubstanz be- 
rechnet. 

Die Bestimmung des Brechungsexponenten geschah mittels eines 
Pulfrichschen Refraktometers, mit welchem man die Brechungsexponente 
bis fiinf Dezimalstellen bestimmen kann. Da das Oxyhamoglobin die 
geringste Lichtabsorption im roten Teil des sicht baren Spektrums, die starkste 
aber im griinen und gelben hat, mute ich die rote Linie H « wahlen, und 
von der exakten Messung der Dispersion absehen. Als Lichtquelle diente 
eine zum Instrument gehdrige mit Wasserstoffgas gefiillte Geisslersche 
Rohre. 

Sowohl Stoddard und Adair, wie Howard benutzten ein Instrument, 
das so justiert ist, daB es den Brechungsexponenten unmittelbar auf die 
Frauenhofersche Linie D bezogen angibt. Nun habe ich in einigen Ver 
suchen festgestellt, daB die Konstante ,,a** eines Hamoglobinpraparates, 
durch ein ahnliches Hintauchrefraktometer ermittelt, dieselbe ist, bezogen 
auf die Frauenhofersche Linie D**, wie bei der von mir benutzten Linie H «. 
Der weiter unten zu beschreibende Unterschied zwischen meinen Ergebnissen 
und denjenigen von Howard ist also nicht etwa als Dispersionseffekt 
anzusehen. 

Die Ablesungen wurden bei 20°C ausgefiihrt (mit Hilfe der Heiz- 
einrichtung konnte die Temperatur einige Stunden lang zwischen 19,9 
bis 20,1°C gehalten werden). Von einem Praparat wurden wenigstens zwei 
Proben verschiedener Konzentration untersucht, und bei jeder Probe wurden 
wenigstens zwei Ablesungen gemacht, die innerhalb | Minute tiberein- 
stimmten; diese erzielte Genauigkeit &4uBert sich erst in der fiinften Dezimal- 
stelle des Brechungsexponenten; auf Grund von Angaben der Literatur! 
kann aber das als die besterreichbare Genauigkeit betrachtet werden. 
Um mich von der Zuverlissigkeit meines Instruments zu tberzeugen, 
bestimmte ich den Brechungsexponenten einer 2 Grammdquivalente ent - 
haltenden K J-Lésung; ich fand hierbei den Wert bei 18° C 1,372 16, der von 
dem in den Landolt-Bérnsteinschen Tabellen fiir die gleiche Lésung bei 
derselben Temperatur angegebenen (1,37209) nur um 0,00007 abweicht, 
also innerhalb der Fehlergrenzen liegt. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Bei kolloiden Lésungen gilt es als vielfach bewiesen, da die Be- 


N,— te asta . 
ziehung — , a = const, die eine Umgestaltung der Gladstone- 
c 


' Brailsford- Robertson, Die physikalische Chemie der Proteine 1912, 
S. 322; ferner Hisenlohr-Roth, Refraktometrisches Hilfsbuch 1911, 5S. 85. 
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Daleschen Gleichung durch Vernachlassigen der Dichtedifferenz dar- 
stellt, den Tatsachen am besten gerecht wird, d.h. von der Kon- 
zentration des in Frage stehenden Kolloids unabhangig erscheint 
(und somit auch die refraktometrische Konzentrationsbestimmung 
der EiweiBe erlaubt). Die Werte fiir die Konstante ,,a@°‘ sind in den 


Tabellen If und III enthalten. 


Tabelle LI. 





100 cem 


n-te Brechungs- 





ne Nr. des “Bd , Lésungs- Liésung : , 
Tierart Priparats —— mittel * oo are 10°. a 
a Pa | Oe. 1,545  1,33407 | 197 
| oN 1526 1.33443 | 198 
- a i @ 0.916 133325 223 
* Hs 1,474 | 133456 | 227 
y aw 2058  1,83472 171 
ja 3882  1,33774 168 
; ow 1512  1,33379 171 
V 2 N 2904 133617 | 171 
ll oa 2.950 | 1,33638 176 
: P W 1,639 1,33431 189 | 191 (Mittel- 
A 2,076 1,33525 194 wert) 
(; Ww 2118 133505 181 
VI oe ee 9992 133654 183 
ita 3628 1.33782 189 
- ei 1572 | 133898 | 176 
ee | Pa 3376 1,388729 180 
Ww 1592 138415 195 sages 
VI s Ji n 2504 —-1'33.564. 199 | 197 (Mittel- 
foe 2696 133654  198| Wert) 
. Ww 1842 133497 204 
Pferd Vil af ¥ 2621 1.83638 197 
( Ww 1696 1.33442 190 
VI 2 N 1761 1,38476 | 201 
| A 2098 1.83526 193 
“ of 1284 1.33369 198) 191 (Mittel- 
| A 1,431 1,33 400 189 wert) 
Vl 1 A 1524 1.33369 164 
VIII 2 A 1,232 1.33361 194 
VIII f A 1441 1,33403 195 
IX 1 A 1.124 1,83353 206 
IX 2 A 1,099  1,33354 212 
IX 3 A 2840 1.336838 198 
X { A 2500 1.33609 195 
XI 1 A 1418 1.33395 1938 
XI 2 A 3302  1,83757 193 
XI : A 2688  1,33634 191 
XI 4 A 2.544 1,33 609 192 
XU 2 A 2776  1,33683 202 
XII 3 A 2300 133576 198 
XII 4 A "060 1.33509 198 


Mitttelwert der 3. und 4. Kristallisationen: 194 


* W = dest. Wasser; N = 0,1°/, Natriumhydrocarbonat; A = 0,1° 9 Ammoniak. 
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Tabelle LII*. 








Nr. n-te 100 cem Brechungs- 
Tierart a b pen | — 105 .a Bemerkungen 
parats sation g Hgb. Lisung 
I 1 2,770 1,336 73 199 
I 2 2,050 1,335 34 201 
ead II 1 2,558 1,336 50 206 
_ "| 2,372 1,336 18 210 
Ill 1 3,240 1,337 66 199 Ohne Alkoholzusatz krist. 
Ill 1 3,502 1,338 25 201 Mit Alkoholzusatz krist. 
Mittelwert: 203 
XI 1 1,221 1,333 70 204 
XI 2 0,885 1,334 03 208 
XIV 1 1,209 1,333 72 209 
Rind XV 1 2,179 1,335 67 206 
_ XVI 1 2,302 1,336 09 212 
XIX 2 3,720 1,339 25 215 
XIX 3 3,780 1,339 08 208 
XX 1 2,580 1,336 67 211 
Mittelwert : 209 


Was den EinfluB des Lésungsmittels auf den Brechungsexponenten 
anlangt, geht aus Tabelle IL hervor, daB die Refraktionskonstante ,,a‘‘ 
unverandert bleibt, gleichgiltig ob das Oxyhamoglobin in Wasser, ver- 
diinntem Natriumhydrocarbonat oder verdiinntem Ammoniak gelést ist. 

Es soll hingegen bemerkt werden, da®B ein merklicher Einflu®B des 
Lésungsmittels auf das spezifische Volumen festgestellt werden konnte, 
woriiber nach Erganzung diesbeziiglicher Versuche berichtet werden soll. 

Schon Brailsford- Robertson! wies darauf hin, daB die Substitution 
eines H-, oder OH-Radikals durch ein NH,- oder CO,-Radikal fiir 
das groBe EiweiBmolekiil eine so geringfiigige Anderung bedeutet, dab 
eine Wirkung desselben auf die Refraktionskonstante kaum zu er- 
warten ist. 

Beziiglich des Umkristallisierens geht aus Tabelle II und III hervor, 
daB beim Pferde fiir aie Refraktionskonstante erst nach der dritten 
Kristallisation mit Sicherheit konstante Werte erhalten werden kénnen, 
wahrend dies beim Rind und Hund bereits von der ersten Kristallisation 
an der Fall ist. Mit den bei Pferdehamoglobin gewonnenen Resultaten 
steht Poljakows* Beobachtung im Einklang, der bei seinen Amino- 
siurenbestimmungen im Pferdehamoglobinhydrolysat ebenfalls nur erst 
nach mehrmaligen Kristallisationen gut reproduzierbare Werte erhielt. 


* Die in dieser Tabelle enthaltenen Werte wurden ausschlieBlich an 
0,1°, ig. ammoniakalischen Lésungen ermittelt. 

1 }.c. §. 319. 

2 Diese Zeitschr. 204, 88, 1928. 
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SchlieBlich geht aus meinen Ergebnissen mit Sicherheit hervor, 
daB die eingangs gestellte Frage, ob namlich zwischen Hamoglobinen 
verschiedener Herkunft auch beziiglich des Brechungsexponenten ein 
Unterschied besteht, zu bejahen ist. Die Unterschiede sind so aus- 
gepragt, dap die Schwankungsbereiche der auf die einzelnen Tierarten 
beziiglichen Bestimmungen nur in zwei Ausnahme fallen die wohl als 
Versuchsfehler betrachtet werden kinnen — tibereinandergreifen. Wahrend 
beim Pferd simtliche Werte zwischen 191 und 198 sind, fallen sie 
beim Hund zwischen die Grenzen von 199 und 206 (Praparat ,,Hund 
Il, 2° nicht mitgerechnet); beim Rind schlieBlich zwischen 206 
und 215 (Praparat ,,Rind XI, 1‘ nicht mitgerechnet). Die Mittelwerte 
sind der Reihe nach: beim Pferd 194, beim Hund 203 und beim Rind 209. 
(Die Praparate ,,Hund II, 2°* und ,,Rind XI, 1° sind mitgerechnet.) 
Sie liegen also simtlich tiber dem von Howard angegebenen Mittelwert, 
was ja auch mit den Befunden Stoddards und Adairs an Menschen- 
hamoglobin im Einklang steht. 

Es kénnte der Einwand erhoben werden, daB die héheren Kon- 
stanten beim Rind und Hund davon herriihren, daB diese beiden Hamo- 
globinarten aus einer 33 °,igen, das Pferdehamoglobin dagegen aus einer 
12°,igen Alkohollésung auskristallisiert, und die bei den betreffenden 
Tierarten so erhaltenen héheren Werte auf einen etwaigen EinfluB des 
Alkohols zuriickzufiihren seien. Wenn dem so ware, miiBte die Re- 
fraktionskonstante des mit Alkoholzusatz hergestellten Oxyhamoglobins 
gegeniiber dem durch bloBes Ausfrieren hergestellten Unterschiede 
aufweisen. Wie aber aus dem Versuch mit Hundehamoglobin ITI, 
das teils mit, teils ohne Alkohol auskristallisiert wurde, hervorgeht, 
trifft dieser Einwand nicht zu. 


Anhang. 

An drei Pferde- und zwei Rinderhaimoglobinpraparaten habe ich die 
Halfte der zu untersuchenden Lésungen mit reinem, aus Ameisensaure 
mit Schwefelsiure dargestelltem, gewaschenem CO-Gas gesattigt und den 
Brechungsexponenten der so erhaltenen CO-Hamoglobinlésungen gemessen. 


Tabelle IV. 





Tierart Nr. des nte Kristalli- | Brechungsexponent Brechungsexponent 
— Priiparats sation der O.-Hgb.-Lésung der CO-Hgb.-Lésung 
VIII 2 1,331 21 1,331 21 
Pferd Vill 3 1,334 03 1,334 03 
| IX 1 1,333 53 1,333 53 
Rind { XI 2 1,333 05 1,333 05 
udenke XIV 1 1,333 72 1,333 72 


Aus der obigen Tabelle geht hervor, daB zwischen dem CO-Hdmoglobin 
und Oxyhdmoglobin kein Unterschied des Brechungsexponenten besteht. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Refraktionskonstante ,,a‘‘ der L6sungen aus Pferde-, Hunde- 
und Rinderhamoglobin ist verschieden, und zwar betragt sie beim 
Pferd 194, beim Hund 203 und beim Rind 209 (7 656,3 mu, Linie H,). 
2. Daraus folgt, daB bei den Himoglobinkonzentrationsbestimmungen 
der aus verschiedenen Tierarten gewonnenen Himoglobin- bzw. Blut- 
lésungen mit den fiir die betreffende Tierart angegebenen Konstanten 
gerechnet werden muB. 3. Oxyhamoglobinkristalle ergeben in Wasser, 
verdiinntem Natriumhydrocarbonat oder verdiinntem Ammoniak gelést 
dieselbe Refraktionskonstante. 4. Einheitliche Refraktionskonstanten 
sind bei Pferdehimoglobin nur von der dritten Kristallisation aufwirts 
zu erhalten; beim Rind und Hund sind hingegen schon die ersten 
Kristallisationen einheitlich. 5. Der Brechungsexponent des CO- 
Hamoglobins entspricht dem des Oxvhamoglobins. 











Uber die Adsorption des Pepsins an Tricalciumphosphat. 


Von 
L. Utkin. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemo-pharma- 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Adsorption des Pepsins durch Tricalciumphosphat ist schon 
aus den Arbeiten von Briicke (1) bekannt. In der spateren umfangreichen 
Fermentliteratur finden wir nur sparliche Angaben tiber die Adsorption 
dieses Enzyms tiberhaupt und fast keine tiber seine Adsorption an 
Tricalciumphosphat. 

Forbes (2) hat Pepsin zu praéparativen Zwecken aus Rohextrakten 
durch Tonerde adsorbiert oder mittels Safranin ausgefillt; Holter (3) hat 
fertige Pepsinpraparate durch Adsorption an Tonerde in Fraktionen zerlegt, 
die durch ihre Eigenschaften sich voneinander unterschieden. Beide haben 
die Adsorptionserscheinung als solche nicht studiert. Tricaletumphosphat 
wurde von Lustig (4) zur Erhéhung der Aktivitaét von Pepsinpraparaten 
angewandt, ohne daB befriedigende Resultate erhalten worden waren. 

In seinen Versuchen hat Briicke (1. c.) eine sehr starke Adsorption von 
Pepsin an Tricalciumphosphat beobachtet und auBerdem auch eine zu- 
verlassige Elutionsmethode gegeben, die auf der Behandlung des Adsorbats 
mit verdiinnter Phosphorséure begriindet war. 

Mir schien es von Interesse, die Versuche Briickes in einer etwas 
abgeinderten Anordnung zu wiederholen, um die Erscheinung vom 
Standpunkt der von H. Kraut und Mitarbeitern (5) entwickelten 
theoretischen Betrachtungen tiber die Enzymadsorption zu untersuchen. 

Meine Versuche bezogen sich auf die Abhangigkeit der Pepsin- 
adsorption an Tricalciumphosphat von der Konzentration des Enzyms. 
Leider konnte ich, aus besonderen Griinden, diese Arbeit auf die Er- 
forschung anderer Seiten der Erscheinung nicht ausdehnen, wie z. B. 
des Einflusses der Beimengungen, der sukzessiven Adsorption aus der- 
selben Lésung usw. 
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Experimenteller Teil. 

Die erwihnte Abanderung der Versuchsanordnung betrifft das 
Herstellungsverfahren des Adsorbens: Wahrend Briicke (1. c.) die mit 
Phosphorsaure angesdiuerte Pepsinlésung unter Umriihren mit Kalk- 
milch bis zur neutralen Reaktion versetzte, habe ich eine fertige Auf- 
schwemmung von Ca,(PO,), zu der schwach sauren (pu etwa 5 bis 5,5) 
Pepsinlésung zugefiigt. Durch einige Vorversuche konnte festgestellt 
werden, daB bei dieser Behandlung Pepsin aus einer sehr unreinen 
Lésung, z. B. einem Autolysat der Magenschleimhaute, zum gréBten 
Teil adsorbiert wird. Dieses Verfahren ist auch fiir die praparative 
Darstellung des Pepsins geeignet und gibt nach einer passenden Elution, 
z. B. durch Oxalsdurelésung, und Ausfallen mit Alkohol-Ather Praparate 
von der Aktivitat bis zu 1 : 8000. 


Methodik. 


Zur Bestimmung des Enzyms habe ich nach entsprechender Priifung 
die Methode von Hge (6) gewahit. Die Bestimmungen wurden nach Ege s 
Vorschrift durehgefiihrt, nur habe ich die Verdauungstemperatur auf 30° 
herabgesetzt. Mit einem Pepsinpriparat von Parke, Davis & Co. wurde 
eine Eichkurve aufgestellt, und auf dieser Kurve wurde die Pepsinmenge, 
nach deren Einwirkung Edestinlésung zur Titration 3 cem NaCl- und 
2 cem Ammonsulfatl6sung verbrauchte, als eine Arbeitseinheit (¢) bezeichnet. 
Die Kurve erlaubte die Aktivitatsbestimmungen mit geniigender Genauigkeit 
durehzufiihren. 


Darstellung des Adsorbens und der Fermentlésung 


33 g CaCl, wurden in 500 cem Wasser gelést und die Lésung mit einer 
anderen, die 36g Na,HPO,.2 4,0 in 500 ccm enthielt, unter Umrihren 
vermischt ; danach wurde etwas I henolphthalein zugefiigt und die Mischung 
mit 10°, Ammoniak bis zur Rosafarbung versetzt. Nach dem Absetzen 
wurde die Lésung abgehebert und der Niederschlag mit Wasser dekantiert, 
bis das Waschwasser, mit h NO, angesauert, keine Reaktion mit Silber 
nitrat mehr zeigte. SchlieBlich wurde die Aufschwemmung auf | Liter 
aufgefiillt und in einer mit Glasstopfen versehenen Flasche aufbewahrt. 
Ihre Adsorptionsfahigkeit blieb monatelang unverandert erhalten. Die 
Konzentration der Aufschwemmung wurde durch Ca- und PO,-ERestimmung 
in einem abgemessenen Teil ermittelt. 

Die Magenschleimhautautolysate, mit welchen die hier beschriebenen 
Versuche durchgefiihrt wurden, stellte ich auf tibliche Weise dar: frische 
oder gefrorene Schweinemagen wurden mit Wasser abgespiilt, die Schleim- 
haute abgetrennt und im Fleischwolf zermahlen. Ein Gewichtsteil von der 
zerkleinerten Masse wurde mit drei Volumenteilen 0.5°,iger Salzsaure 
iibergossen und bei 37° 3 bis 4 Tage lang digeriert. Dann wurde die Fliissig- 
keit vorsichtig abgehebert, zweimal in einem Scheidetrichter mit Ather aus- 
geschiittelt und schlieBlich durch ein Faltenfilter filtriert. So wurde eine hell- 
gelbe, schwach opaleszierende Lésung von stark saurer Reaktion (py etwa 2,5) 
und hoher Aktivitaét (etwa 30 bis 35e. pro Kubikzentimeter) erhalten. 

Wegen der stark sauren Reaktion der Lésung konnte diese direkt zu 
den Adsorptionsversuchen mit Tricalciumphosphat nicht angewandt werden, 
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da sie das letztere augenblicklich zur Auflésung brachte. Sie wurde dahet 
vorher neutralisiert, und zwar am besten durch Vermischen mit dem gleichen 
Volumen n/10 Ammoniak, wobei die Aziditat auf pq etwa 5,0 bis 5,5 herab- 
gesetzt wurde. Soda und Atznatron lieBen sich nicht verwenden, da sie 
das Pepsin wahrend des Neutralisierens zum Teil zerst6érten, besonders 
wenn die Temperatur der Lésung zu hoch war (héher als 15°). Wegen der 
ziemlich raschen Verminderung der Aktivitaét von neutralisierten Auto- 
lvsaten erschien es besser, die Vorratsl6sung in ihrem ursprtinglichen Zu- 
stande aufzubewahren und die n6étige Quantitét derselben direkt vor dem 
Versuch zu neutralisieren. 

Bei der Aufstellung der Adsorptionsversuche folgte ich den Angaben 
von Kraut (1. ¢.): in eine Reihe Zentrifugengliser wurden je 10 cem neutrali- 
sierter Pepsinlésung eingebracht ; dann wurden die Glaser mit absteigenden 
Mengen Wasser und schlieBlich mit aufsteigenden Mengen Adsorbens- 
aufschwemmung beschickt, so daB die Gesamtvolumina je 20 cem betrugen. 
Nach kurzem Stehen wurden die Glaser 30 Minuten stark zentrifugiert und 
dann die Aktivitat der Lésungen ermittelt. Aus den erhaltenen Resultaten 
wurden Adsorptionswerte (AW.) berechnet, wozu die adsorbierten Quanti- 
tiiten des Enzyms, in Arbeitseinheiten (e) ausgedriickt, durch Adsorbens- 
gewichte dividiert und auf 1 g Adsorbens umgerechnet wurden; die Adsorp- 
tionswerte wurden graphisch als Funktion der Endkonzentration (c) des 
Pepsins dargestellt. 

Das Ergebnis der mit frischem Magenschleimhautautolysat durch- 
gefiihrten Versuche zeigt Tabelle I und Abb. 1. Die in der Tabelle 
angefiihrten Werte beziehen sich auf das Gesamtvolumen des Versuchs- 
gemisches von 20 ccm. Die Adsorptionswerte sind auf 1 g Cag(PO,), 
berechnet. In der letzten Kolumne ist der Adsorptionsgrad in Prozenten 
der Anfangspepsinkonzentration (C) angefiihrt. 


Tabelle I. 





Nr. Adsorbens paneer eae AW ie. Tso 
mg 0 
5.8 | 972 33 5680 10,8 
| 11,6 236 69 5950 22,6 
Versuch 1 17,4 194 111 6390 36,4 
( 305 e 23,2 132 173 7460 56,8 
| 34,8 53 252 7245 $2.6 
46,4 7 298 6430 97,8 
5,8 173 30 5175 14,8 
Versuch 2 { 11,6 112 91 7850 44.5 
C 203 e | 17,4 59 144 8289 71,0 
23,2 23 180 7760 88,7 
5,8 113 44 7609 28,0 
Versuch 3 | 11.6 61 96 8280 61,2 
C 157 e | 17,4 18 139 8000 $8,5 
23,2 3 154 6640 98,0 
venient 2,9 59 16 552) 21,3 
= Ta 5,8 32 43 7420 57,3 


C= Be | 11.6 2 73 6300 97,3 
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Weitere zwei Versuche wurden mit einem Autolysat ausgefihrt, 
das ohne Ausschiittelung mit Ather dargestellt worden war und nach 
der Herstellung 8 Monate lang unter Toluolschutz im Laboratorium 
aufbewahrt wurde. Tabelle IT und Abb. 2. 


Tabelle Il. 





‘1 Adsorbens e Adsorbiert ww Adsorptionsgrad 
mg ‘ . 0 
58 127 25 4310 16,4 
Versuch 5 | 11.6 101 51 4400 33,5 
C 152 e | 17,4 57 95 5460 62.5 
23,2 35 117 5050 77,0 
29 67 13 4690 16,3 
Versuch 6 { 5,8 39 41 7070 51,3 
C 80 e | 11,6 10 70 6030 87,5 
17,4 2 78 448) 97,5 
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Abb. 1. 


Aus Abb. 1 geht hervor, daB die Enzymadsorption aus dem Auto- 
lysat keine auswahlende ist, da die Adsorptionswerte ein Maximum bei 
mittleren und ein Absinken bei héheren Endkonzentrationen aufweisen. 
Das Auftreten dieses Maximums zeigt uns aber, daB Pepsin im Autolysat 
in bevorzugter Konzentration (vgl. H. Kraut, 1. ¢.) enthalten ist, d. h. daB 
es seiner Sattigungskonzentration naher steht als andere es begleitende 
Stoffe. Der EinfluB der Anfangskonzentration des Enzyms auf seine 
Adsorption ist nicht besonders groB, da alle Kurven sehr nahe an- 
einander verlaufen. Das bedeutet entweder, daB die Menge anderer 
adsorbierbaren Komponenten, ausgenommen Pepsin, zu gering ist, um 
eine groBe Steigerung der Adsorptionswerte von Pepsin bei hoher 
Verdiinnung zu bedingen, oder aber, daB das Adsorptionsbestreben 
dieser Begleitstoffe und dasjenige des Pepsins, in ihrer Abhangigkeit 
von der Endkonzentration bei héheren Verdiinnungen, sich wenig 
voneinander unterscheiden. Im letzten Falle kann man erwarten, dab 
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die Begleitstoffe dieser Gruppe durch die Adsorption an Tricalcium- 
phosphat nicht von Pepsin abgetrennt werden. 

Darin finden wir eine Erklarung des MiBlingens des oben erwahnten Ver 
suches von Lustig (1. c.), die Aktivitaét von hoch aktivem Merckschen Pepsin 
durch Adsorption an Tricalciumphosphat weiter zu erhéhen. Das von 
Lustig angewandte Pepsin von der Aktivitat 1: 15000 enthielt wahrscheinlich 
keine Beimengungen, welche durch Adsorption an das genannte Adsorbens 
abgetrennt werden kénnten. 

Andere Verhaltnisse zeigen die Versuche der Tabelle I], welche 
mit nichtentfettetem und gealtertem Autolysat durchgefiihrt worden 
waren. Erstens sind hier die Adsorptionswerte niedriger (besonders 
Versuch 5) als die oben angefiihrten mit frischem Autolysat erhaltenen, 
zweitens tibt hier die Verdiinnung des Autolysats einen viel starkeren 
KinfluB auf den Verlauf der Adsorptionsisotherme aus. Durch zweifache 
Verdiinnung werden die Adsorptionswerte ziemlich stark erhéht, und 
der Verlauf der Adsorptionskurve zeigt, daB die Adsorptionsbedingungen 
sich denen von frischem Autolysat néhern. Daraus schlieBen wir, dab 
das letzte Autolysat einige adsorbierbare Fremdstoffe enthielt, welche 
im ersten Falle abwesend waren. 

Leider hat sich die Aktivitét des zweiten Autolvsats waihrend des 
Alterns ziemlich stark erniedrigt — 1 ccm enthielt nur 15 e. —, darum 
konnten Versuche mit héheren Konzentrationen nicht angestellt werden. 


Zusammenfassung. 

1. Frisch ausgefalltes Tricalciumphosphat stellt ein geeignetes 
Adsorptionsmittel fiir Pepsin dar, wodurch altere Angaben Briickes 
bestatigt werden. 

2. In frischen Magenschleimhautautolysaten scheint Pepsin sich bei 
der Adsorption an Ca,(PO,), als ein Stoff in bevorzugter Konzentration 
zu verhalten. 


3. Die Adsorptionswerte werden in diesem Falle durch Verdiinnen der 


Lésung wenig beeinfluBt. Daraus kann man auf die Anwesenheit von Be- 
gleitstoffen, die durch Adsorption an Caj(P0O,), von Pepsin nicht abge- 
trennt werden, schlieBen. 

Literatur. 
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Uber die jodometrische Bestimmung der EiweiGabbauprodukte. 


Von 
L. Utkin. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemo-pharma- 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1933.) 


Die von Kober (1) vorgeschlagene Methode der jodometrischen 
Bestimmung von Aminosauren und Peptiden hat in der fermentologi- 
schen Praxis nur sehr sparliche Anwendung gefunden. 

Wie bekannt, ist die Methode darauf begriindet, daB die Amino- 
siuren im neutralen oder schwach alkalischen Medium (py = 7 bis 8,8) 
mit Kupferhydroxyd in Reaktion treten, wobei lésliche Kupferkomplex- 
verbindungen entstehen. Durch jodometrische Bestimmung des auf- 
gelésten Kupfers wird die Menge des Aminostickstoffs bestimmt. 


Es wurde gefunden, daB die einbasischen Aminosaéuren sich mit je 
', Mol Cu(OH), verbinden und ihre Cu-Salze durchweg der Formel 
CuA, entsprechen, wo A ein Molekiil Aminoséure darstellt. — Llsoserin, 
Cystin und zweibasische Aminosaéuren bilden Cu-Salze, die der Formel 
CuA entsprechen. Was die zahlreichen, von Kober und Sugiura unter- 
suchten Peptide anbetrifft, so verbinden sie sich, gleichgiiltig, wieviel 
Aminosaéuren sie auch enthalten mégen, mit je 1 Molekiil Cu(OH),, 
und ihre Salze entsprechen der Formel CuPe. Darin besteht der erste 
Nachteil der jodometrischen Methode im Vergleich zu den allgemein 
angewandten Methoden von Sérensen, Woallstdtter, Linderstrém-Lang oder 
van Slyke. In der Tat kénnen Lésungen mit der gleichen Kupferkonzen- 
tration verschiedene Quantitéten an freien Aminogruppen enthalten, 
was vom Verhaltnis zwischen Peptiden und Aminosaéuren abhiangig ist. 
Somit ist die Methode fiir genaue Bestimmung der freien Aminogruppen 
in Gemischen ungeeignet. 

Als zweiter Nachteil erscheint die Schwerléslichkeit von Kupfer- 
verbindungen einiger Aminoséuren, wie Leucin, Phenylalanin, Asparagin- 
sdure, wodurch die letzteren der Bestimmung entgehen. Besonders in 
solechen Fallen, wo man die Spaltung eines definierten Peptids verfolgen will, 
welche das Freiwerden einer der oben erwahnten Aminosauren zur Folge 
hat, wird die Methode unbrauchbar erscheinen. Als Beispiel Kann hier 
die Spaltung von Diglyeylleucin durch Carboxypolypeptidase oder von 
Leucyldiglycin durch Aminopolypeptidase angefiihrt werden: die Bildung 











70 L. Utkin: 


des freien Leucins, welche in beiden Fallen stattfindet, ruft wegen der 
<chweren Léslichkeit von Leucinkupfersalz fast keine VergréBerung der 
Kupferkonzentration in der Lésung hervor. Ebenso werden die ent- 
sprechenden Stadien der aufeinanderfolgenden Abspaltung von Amino- 
sauren aus einer Polypeptidkette unbemerkt vor sich gehen miissen. Beim 
Studium von Dipeptidasen versagt die Methode vollstaindig, weil in diesem 
Falle tiberhaupt keine Vergr6Berung der Kupferkonzentration eintreten 
kann, wie aus den oben angefiihrten Formeln der Kupferverbindungen zu 
ersehen ist. 

Somit ist das Gebiet der Anwendung der jodometrischen Methode 
beschrankt. Sie kann zur Verfolgung solcher Prozesse angewandt werden, 
bei welchen eine lingere Polypeptidkette in der Mitte gespalten wird, wie 
wir es im Falle der Einwirkung von Proteinasen auf das native EiweiB vor 
uns haben. Dabei entstehen kiirzere Peptidketten, und das Verhaltnis von 
aufgeléstem Kupfer zu den freien Aminogruppen bleibt unverandert. 
Werden bei solchen Prozessen auch freie Aminosduren gebildet, so verlieren 
die erhaltenen Werte ihre Bestimmtheit, und die Methode néhert sich den 
bekannten physikalisch-chemischen Methoden. 

Seit etwa 4 Jahren habe ich versucht, die Methode von Kober zum 
Studium proteolytischer Vorginge anzuwenden. Bei den Versuchen 
iiber die Einwirkung von Kathepsin, Trypsinkinase und Pepsin auf 
native Proteine, wie auch bei autolytischer Proteinspaltung, gab die 
Methode sehr befriedigende Resultate. Besonders bequem konnte sie 
dort angewandt werden, wo die Menge der Carboxyl- bzw. Amino- 
gruppen, welche durch Einwirkung von Enzym in Freiheit gesetzt 
werden, zu gering ist, um den ProzeB durch azidi- bzw. alkalimetrische 
Methoden zu verfolgen unter gleichzeitiger Ersparnis an Versuchs- 
material. Die Methode von Kober ist eine Mikromethode, auBerdem 
hat sie den Vorteil, da die Titrationswerte von der urspriinglichen 
Saure- bzw. Alkalikonzentration der zu analysierenden Lésung und 
von ihrem Gehalt an fremden Stoffen unabhangig sind. 

‘ Um die Durchfiihrung der Bestimmungen bequemer zu machen, 
habe ich die von Kober angegebene Methodik etwas modifiziert. Die 
umstandliche Darstellung der wiasserigen Aufschwemmung von 
Cu(OH), wurde vermieden: es wurde direkt in der zu analysierenden 
Fliissigkeit durch Zugabe von Kupferchloridlésung und Natronlauge 
gebildet. Die unbestindige saure K J-Lésung wurde durch eine alkali- 
sche, vorher von eventuell anwesendem Jodat, Nitrit usw. befreite 
Lésung ersetzt. 

Zur Durchfiihrung der verbesserten Bestimmungsmethode werden 
folgende Reagenzien gebraucht: 

1. Eine 0,4 mol. Kupferchloridlésung. 

2. n Natronlauge. 

3. Boratpufferlésung von py etwa 8,8. Zur Herstellung derselben 


werden zu 150 cem einer m/10 Boraxlésung 10 cem n HCl zugefiigt und die 
Mischung mit Wasser auf 200 cem aufgefiillt. 
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4. Eisessig. 

5. Kaliumjodidlésung. 40 ¢ KJ werden in etwa 80 cem Wasser gelést, 
2cem n HC! zugefiigt und 1 Stunde lang auf einem kochenden Wasserbad 
erhitzt. Darauf wird etwa | g Zinkstaub zugesetzt, bis zur vollstandigen 
Entfarbung geschiittelt, durch 5cem n NaOH alkalisiert, filtriert und auf 
100 cem mit Wasser aufgefiillt. Diese Lésung ist sehr haltbar und scheidet 
beim Anséiuern kein Jod aus. 

6. 0,01 bzw. 0,005 n Thiosulfat. 

7. 1°vige Starkelésung. 

Die Bestimmungen werden in folgender Weise ausgefiihrt: Die ab- 
gemessene Fliissigkeitsmenge wird in einen 50 ccm fassenden MeBkolben 
eingebracht, ein paar Tropfen Phenolphthaleinlésung zugegeben und mit 
n NaOH bis zur Rosafairbung neutralisiert. Jetzt fiigt man 5cem CuCl- 
Lésung, 4cem n NaOH und 10 ccm Boratpuffer zu, fiillt mit Wasser bis 
zur Marke auf und schiittelt den Kolben gut durch. Der Inhalt wird dann 
auf ein trockenes Faltenfilter gegossen und das Filtrat in einem trockenen 
GefiB gesammelt, wobei man die ersten 5cem verwirft. In Gegenwart 
von Aminosaéuren oder niederen Peptiden ist das Filtrat mehr oder weniger 
tief blau gefarbt, wahrend héhere Peptide ihm violette Farbung verleihen. 
Von dem Filtrat werden 10 cem in einen Erlenmeyer-Kolben einpipettiert, 
mit 0,5cem Eisessig angesduert, 2cem KJ und Icem Starke zugefiigt 
und unmittelbar darauf mit Thiosulfat titriert. Werden fiir die Titration 
gr6Bere Volumina des Filtrats genommen, so miissen die Mengen der anderen 
Komponenten der zu_ titrierenden Fliissigkeit entsprechend vergréBert 
werden. Da 1 Atom Cu 1 Atom J ausscheidet, so entspricht 1 cem n/100 
Na,S,O, 0,28 mg N im Falle der meisten Aminosiuren und 0,14 mg N im 
Falle von Peptiden und zweibasischen Aminosiéiuren. Selbstversténdlich 
soll ein Kontrollversuch mit allen Reagenzien angestellt und der erhaltene 
Wert von dem des Hauptversuchs abgezogen werden. 

Die Beschreibung der Methode soll durch folgende Bemerkungen 
erginzt werden. 

Beim Behandeln der Lésung mit Kupferhydroxyd erfolgt gleichzeitig 
eine EnteiweiBung der Lésung, wenn die letztere geléstes EiweiB enthielt. 
Ist die Menge des zum Versuch angewandten Kupferhydroxyds zu gering, 
um das anwesende Protein vollkonmimen zu binden, so bekommt man in 
manchen Fallen, besonders beim Arbeiten mit Gelatine als Substrat, be- 
standige kolloide Systeme, welche aus dem kolloidal gelésten Protein und 
Kupferhydroxyd bestehen und opaleszierende Filtrate ergeben. Selbst- 
verstaéndlich muB in diesem Falle der Versuch verworfen werden. Die oben 
angegebene Quantitat von Kupferchloridlésung geniigt, um 50 mg Gelatine 
unter den angefiihrten Versuchsbedingungen auszufallen. 

Wegen der geringen Léslichkeit der Kupferverbindungen mancher 
Aminoséuren soll die Konzentration der zu analysierenden Lésung nicht 
zu hoch sein, und zwar gibt Kober an, daB die Lésung nicht mehr als 1 mg 
Aminoséure in lcem enthalten darf. Leucin, Phenylalanin, Cystin und 
Asparaginséure werden auch in diesem Falle nur teilweise bestimmt. Was 
hohere Peptide anbetrifft, so ist die Léslichkeit ihrer Kupferverbindungen 
hoher. 

Milchséure und mehrbasische Oxyséuren wirken stérend, und darum 
muB die Anwendung von Lactat-, Citrat- und Tartratpufferlésungen ver- 
mieden werden. 
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Um die Anwendbarkeit der jodometrischen Methode zu illustrieren, 
werden hier einige Versuche angefiihrt, bei welchen die EiweiBspaltung 
mit Hilfe dieser Methode verfolgt wurde. 


Versuch 1. Abbau von Casein durch steigende Mengen von Trypsin. 
Substrat 5° ,ige Caseinlésung in n/100 NaOH, auf py 8,8 eingestellt. 
Pufferl6sung m/10 Borat von py 8.8. Ferment 4°,iges Extrakt von 
kéiuflichem Pankreatin in 50°, Glycerin, zum Versuch mit 4 Volumen 
Wasser verdiinnt. 

In einen MeBkolben von 25 cem werden 5 cem Caseinlé6sung und 10 cem 
Borat eingebracht, Wasser bis zu etwa 20 cem hinzugegeben und der Kolben 
in einem Wasserbad von 30° 15 Minuten erwairmt. Jetzt wird in den Kolben 
eine genau abgemessene Menge Fermentlésung eingetragen, der Inhalt mit 
Wasser bis zur Marke aufgefiillt und gut durchgeschiittelt. Unmittelbar 
darauf wird eine Probe von 10 cem zur Kontrollbestimmung entnommen 
und der Kolben ins Wasserbad zuriickgestellt. Die Probe wird in einen 
MeBkolben mit 5cem CuCl,-Lésung eingegossen, wobei die Zeit notiert 
wird; die weitere Verarbeitung erfolgt, wie oben beschrieben. Die zweite 
Probe wird genau nach 20 Minuten entnommen und ebenso wie die erste 
verarbeitet. Die Differenz beider Titrationswerte ergibt die Quantitit 
der dem aufgelésten Kupfer entsprechenden n/100 Thiosulfatlésung. 





Pankreatinextrakt 1 ecem 2 cem 3 ccm 
Kontrollprobe cem n/1%) Na ,S,0, . . 0,16 0,16 0,24 
Hauptprube » » n/LNO Na,S,0, . . 0,76 1,26 1,66 
Differenz » n/lO) Na.S,O,.. . 0,60 1,10 1,42 


Auf diese Weise kénnte eine Eichkurve erhalten werden, welche dann 
fiir die vergleichende Bestimmung des Trypsingehaltes einer beliebigen 
Lésung dienen kann. 

Versuch 2 zeigt, wie scharf die Parallelbestimmungen tibereinstimmen. 
Mit einem wiisserigen 5° igen Pankreatinauszug wurden zwei Parallel- 
ansitze genau wie im Versuch | durchgefiihrt. 





0.5 eem Auszug 


1. Ansatz 2. Ansatz 


Kontrollprobe cem n/100 NagS,O,; . 2... . 0,24 0,23 
Hauptprobe age st a ere 1.28 1,26 
Differenz a Ss ee ae 1,04 1,03 


Versuch 3. Katheptische Gelatinespaltung. In drei Kolben wurden 
je 0,5cem Glycerinauszug aus frischer Kaninchenleber und 5ccem Acetat- 
puffer (py = 4) eingebracht. Eine Portion wurde mit 7 mg HCN | Stunde 
bei 37° akt viert. Dann wurden die Volumina auf je 9cem mit Wasser 
erginzt und je 3cem 2° ,ige Gelatinelésung zugegeben. Ein Kolben diente 
als Kontrolle und wurde sogleich verarbeitet, die beiden anderen blieben 
bei 37° fiir 22 Stunden stehen. 

Kontrolle. . . .. . . . 0,06cem n/100 Na,S,O, 


Ohne Aktivierung . . . . 0,23 ,,  n/100 ¥ 
3. Mit HCN aktiviert . . . 0,91 ., n/100 is 
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Beziiglich anderer Anwendungen dieser Methode zum Studium auto- 
lytischer Prozesse und der Organproteinasen wird auf friihere Arbeiten 
unseres Laboratoriums verwiesen (2). 


Zusammenfassung. 

1. Eine kritische Betrachtung der jodometrischen Bestimmungs- 
methode von EiweiBabbauprodukten zeigt, daB die Methode dann zu 
Fermentstudien Anwendung finden kann, wenn es sich um Verfolgung 
der Spaltung von Proteinen oder héheren Polypeptiden handelt. Beim 
Arbeiten iiber Organproteinasen, Trypsinkinase und Pepsin kann die 
Methode bequem angewandt werden. 

2. Die urspriingliche, von Kober vorgeschlagene Methodik wurde 
vom Verfasser etwas modifiziert, um ihre Handhabung zu vereinfachen. 

3. Fiir spezielle Zwecke, z. B. zum Studium der Spaltung niederer 
Peptide von bestimmter Zusammensetzung und der Dipeptidasewirkung, 
ist die Methode unbrauchbar. 


Literatur. 


1) P. Kober u. Sugiura, 1. Mitteilung, J. of biol. Chem. 18, 1, 1912; 
II. Mitteilung, Amer. Chem. J. 48, 383, 1912; J. Amer. Chem. Soc. 35, 1546, 
1913; J. of Ind. and Eng. Chem. 9, 501, 1917. —— 2) X. Utkina-Ljubowzowa, 
diese Zeitschr. 222, 404, 1930; L. Utkin-Liubowzow, ebenda 220, 138, 1930. 








Die Dissoziationskonstante der Hippursiure. 


Von 


Bertil A. Josephson. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
in Stockholm.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1933.) 


Um zu untersuchen, in welcher Weise die Kupplung mit Amino- 
siure auf die Aziditat der Gallensiuren einwirkt, habe ich die Dissozia- 
tionskonstanten folgender Verbindungen untersucht und verglichen: 
einerseits Taurin, Benzoyltaurin, Taurodesoxycholsiure, Taurochol- 
siure und andererseits Glykokoll, Hippurséure, Glykodesoxycholsadure 
und Glykocholsaure. 


Die Dissoziationskonstanten fiir Taurocholsiure, Taurodesoxychol 
sdure (3) sowie Benzoyltaurin (5) waren von gleicher GréBenordnung und 
recht hoch. Dies entsprach auch den Erwartungen, da alle diese Substanzen 
Taurinderivate sind und die starke Sulfonsiuregruppe des Taurins frei 
enthalten. In Glykocholséure und Glykodesoxycholséure wiederum erfiillt 
Glykokoll dieselbe Funktion wie Taurin in Taurochol- und Taurodesoxychol- 
siure. Hier ist dementsprechend das Carboxylradikal des Glykokolls frei. 
Ubereinstimmend hiermit waren auch die Hippursiéure, die Glykocholsdiure 
und die Glykodesoxycholsaéure betriachtlich schwéchere Séuren als die 
entsprechenden Taurinderivate und unter sich von gleicher GréBenordnung. 
Die entsprechenden Konstanten sind in Tabelle I zusammengestellt.  Fiir 
die Bezeichnungen siehe vorige Arbeit (5). 


Tabelle I. 





Pea (4 = 91) Pra Ky-1° ppp Kp. 10° 
Taurin . ; —2 * |! 100.105 4,83 1,48 
Taurocholsaiure . 1,56* | 2750" | 


1,91* | 1230* 
1,66* | 2190* 


Taurodesoxycholsaure 
Benzoyltaurin . 


SO Oo He CO es et be 
D> Go Goorin ato 
“Im 10 De OO -) 


Glykokoll . 2,33 467 4,15 7,08 
Glykocholsaure i 4,45 86 | 
Glykodesoxycholsaure R 3,98 * 10,5* 

Hippursaure i 5) a a 


* Nur Anniherungswert. 

Die Werte fiir Glykokoll sind der Bjerrumschen Arbeit (1) entnommen, 
die iibrigen Werte leiten sich aus eigenen Messungen her. 

Wie aus der Tabelle I hervorgeht, stimmt die Dissoziationskonstante 
der von mir dargestellten Substanz Benzoyltaurin (4) mit den Kon- 
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Dissoziationskonstante der Hippursaure. 


stanten der gleichartig aufgebauten 'Taurochol- und Taurodesoxychol- 
siure gut tberein. Es erschien mir deshalb von Interesse, auch die 
Dissoziationskonstante von Benzoylglycin (Hippursiure) mit der- 
jenigen von Glykocholsiure und Glykodesoxycholsaiure zu vergleichen. 


Die Dissoziationskonstante des Glykokolls ist von zahlreichen Forschern 
eingehend untersucht worden. In der vergleichenden Tabelle I habe ich 
die Werte von Bjerrum (1) benutzt. 

Fiir Hippursaéure lagen indessen keine zuverlassigen Dissoziations- 
konstantbestimmungen vor. Winkelblech (9) fand mittels einer nunmehr 
veralteten Methode durch Leitfahigkeitsbestimmungen ihren Wert zu 
2,2.10-4. In aéhnlicher Weise ermittelten White und Jones (8) und Smith 
und Jones (7) die Dissoziationskonstante bei variierender Temperatur. 
Bei 12° fanden sie einen Wert von etwa 2,3. 10-4, bei 25° etwa 2.4. 10-4. 
Dhar und Dhatta (2) bestimmten diese Konstante durch Messung des CO,- 
Bindungsvermégens am Kaliumsalz der Hippursaure. Die von ihnen 
gefundenen Unterschiede im CQO,-Bindungsvermégen bei verschiedenen 
Konzentrationen und unter variierender Neutralisation waren indessen 
recht gering, und ihre Werte zeigten nur mangelhafte Ubereinstimmung. 
Mittelwert 2,5. 10-4. Spater hat Larsson (6) ebenfalls mittels Leitfahigkeits- 
bestimmungen die Dissoziationskonstante der Hippurséure zu 2,2. 10-4 
berechnet. Er beschrieb indessen weder seine Versuchsbedingungen, noch 
teilte er MeBresultate mit. Keiner der oben genannten Verfasser hat die 
Aktivitatstheorie beriicksichtigt. Sie haben also die Dissoziationskonstante 
berechnet, ohne die Einwirkung der Gesamtionenkonzentration zu beachten. 


Substrat, Methodik und Berechnungsweise. 

Die Untersuchungen wurden in zwei Etappen mit ungefaihr | Jahr 
Zwischenraum und an zwei verschiedenen Praparaten durchgefiihrt. Beide 
Praparate waren wiederholt umkristallisiert und ergaben (nach Pregl) 
theoretische N-Werte. 

Samtliche Aktivitaétsbestimmungen wurden wie in der vorigen Arbeit 
ausgefiihrt. Um die Berechnung der wahren Dissoziationskonstanten zu 
ermoglichen, wurden die Bestimmungen in variierendem K Cl-Gehalt, 0, 0,1 
0,2 und 0,3mol., vorgenommen. Auch die Bezeichnungs- und Berechnungs- 
weise stimmt mit der hier mitgeteilten vollkommen iiberein. 


Die Resultate. 
Tabelle III enthalt die vollstandigen Messungsresultate; Tabelle I] 
enthalt die hieraus berechneten Mittelwerte fiir p, und p,. 


Tabelle II. 





; Mittel werte ' Vz Pe = Py 
-riparat * —____—___— —_—————| Px + 9,5 Vu ee 
u 0,5 Ju P): ¥ 0,5 Yu B,, 
Bo oun en oT ae ae 3,806 3,805 
Kahlb.. ........ | 0,195 | 0,162 | 3,673 3,835 3,806 
Be we sv wt OSD ORT | BGS 3,862 3,805 
By ge ss ss eo Oe) O2el | SEM 3,891 3,806 
B= 0,28 K 1,57 .10-* 


* Al. == dlteres Priiparat, Kahlb. = Kahlbuumpriparat. 








76 B. A. Josephson. 


Zusammenfassung. 

Recht schlecht war die Ubereinstimmung der von mir gefundenen 
Dissoziationskonstante, K = 15,7 . 10-5 (p, = 3,81), mit den Resultaten 
anderer Verfasser. Der Wert der gefundenen Konstante entspricht in 
der GréBenordnung dem fiir Glykodesoxycholsaéure und ist nicht mehr 
als ungefahr vier bis fiinfmal so groB wie der fiir Glykocholsaure. 


Tabelle III. 


Hippursdure. C = 0,01. 





ike : : . ! , Saure , 
KCl| NaOH E Pah u — logy H °C Saiz = Pk 


0 0,002 0,4405 3,32 0,093 0,027 0,000 509 0,48 | 3,80 


0 0,004 0,4576 3.62 0,004 0,032 0,000 258 0,13 | 3,75 
0 0,006 0,4786 3,98 0,906 0,089 0009115 —0,20 | 3.78 TAt 
0 | 0,008 05099 4,37 0,008 0,045 0,000047. —0,62 | 3,75 
0,1 0 0,4200 2,97 0,102 0,160  9,(01 549 0,74 | 3,71 
0,1) 0,001 0,4289 3,12 0,102 0,160 0,001 096 0,58 | 3,70 
0,1) 0,002 0,4381 3,28 0,103 0,160 0.000 759 0,42 | 3,70 
O01) 0,904 0,4536 3,55 0,104 0,161 0,0°0 408 0,10 | 3,65 
0,1; 0,906 0,4717 3,86 0,106 80,163 0,009201 —0.21 | 3,65 ; 
0,1) 0,008 0,4951 4,27 0,108 0,164 0,000078 —0,62 | 3,65 fris 
0,1! 0,909 0,5160 4,63 0,109 =0,165 0,0000384 —0,97 | 3,66 ty] 
0.1; 0,010 0,7042 7,89 at 
0,1; 0.012  0,9047 11,87 8! 
0.2) 0 04195 296 0,292 0,225 0001841 0,65 | 361 oes 
0,2; 0,002 0.4375 3,27 0,203 0,225  0,0°0 902 0,39 | 3,66 bre 
0,2; 0.004 0,4533 3,54 0,204 0,226 | 0,900 485 0,09 | 3,63 nic 
0,2; 00% 0,4708 3,85 0.206 0.227 0.000288 —0,22 | 3,63 ia 
0,2; 0,008 0,4946 4,26 0,208 0,228 0,010093 —0,63 | 3,63 3 
0,2; 0,009 0,5156 4,62 0,209 0,229 0,000041 —0,97 | 3,65 bet 
0,2; 0,010 0,6976 7,78 all 
0,3; 0,002 0,4369 3.26 0,303 0,275 | 0,091 035 0,36 | 3,62 de 
0,3. 0,004 0.4523 3,53 0,305 0,276 | 0,000 557 0,08 3.61 mi 
0.3) 0,006 0.4705 3,84 0,306 0,277 |0.0'0274 —0,23 3.61 
0.3. 0,008 | 04949 425 0,808 0,278 |0,007107 —0,63 3,62 Me 
0.3) 0,009 0,5137 4,59 0,809 0,278 |0,000049 —0,98 3,61 un 
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Uber die chemische Natur des Hirnantigens'. 


Il. Mitteilung: 


Weiteres iiber die Reindarstellung des Haptens?. 


Von 
Hermann Rudy. 


{Aus dem Serologischen Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) in Miinchen. | 


(Eingegangen am 10. Oktober 1933.) 


In unserer ersten Mitteilung konnten wir zeigen, da der aus 
frischem Gesamtrinderhirn mit Alkohol hergestellte Extrakt, der die 
typischen serologischen Reaktionen des organspezifischen Hirnantigens 
gibt (Brandt, Guth und Miiller: Witebsky und Steinfeld; Plaut und 
Kassowitz*), durch Entfernung der typischen Phosphatide und Cere- 
broside und des Cholesterins seine antigenen Eigenschaften in vitro 
nicht verliert, daB das Hapten somit nicht zu diesen Koérperklassen 
zu rechnen ist. Aber die damals mitgeteilten Methoden waren noch un- 
befriedigend. So konnten durch Ausfaillung mit Cadmiumchlorid nicht 
alle phosphorhaltigen Korper gefallt werden und bei der Entfernung 
des Cholesterins durch Extraktion mit Aceton wurde so viel Antigen 
mitextrahiert, daB die Ausbeuten an antigenhaltigem, cholesterinfreiem 
Material zu gering war. Ebenso war die Abscheidung des Kreatins 
und der Cerebroside mittels Ather unvollstandig. Wir haben schon 
damals darauf hingewiesen, daB alle weiteren Versuche in dieser 
Richtung angestellt werden miissen. Uber das, was wir hierin erreicht 
haben, méchten wir nun im folgenden berichten?. 


Die Entfernung des Cholesterins. 
Zunachst wurde zu diesen Versuchen die friiher beschriebene 
Fraktion IV, d.i. der alkoholische Hirnextrakt, nach Ausfallung der 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation. 

2 Einige der nunmehr ausfiihrlich beschriebenen Ergebnisse wurden 
bereits in der Klin. Wochenschr. kurz mitgeteilt. 

3 Siehe die I. Mitteilung. 
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Phosphatide und Auskristallisieren der Hauptmenge von Cholesterin 
und Kreatin, verwendet. Aber alle Versuche, mit Lésungsmitteln eine 
giinstige Fraktionierung zu erreichen, schlugen fehl. © Ebensowenig 
Erfolg zeigten weitere Adsorptionsversuche, da stets Cholesterin mit- 
adsorbiert und miteluiert wurde. Erst als wir nicht mehr den Extrakt 
selbst, sondern die Verbindung mit Schwermetallsalzen anwandten. 
hatten wir Erfolg. Es gelang uns z. B. die Extraktion von fast reinem 
Cholesterin mit Hilfe von trockenem Aceton aus der Verbindung von 
Fraktion IV mit Bleiacetat, wobei im einzelnen so verfahren wurde: 

0.25 g¢ Fraktion IV wurden in 25 ccm Petrolather-Alkohol 1: 1 gelést. 
5cem hei®B gesattigter neutraler Bleiacetatl6sung in Alkohol zugefiigt und 
nach Abkiihlen der ganze Niederschlag abzentrifugiert. Der AbguB wurde 
dann im Vakuum zur Trockne verdampft, im Exsikkator tiber H,SO, 
weitergetrocknet und nach Zerreiben bei Zimmertemperatur mit trockenem 
Aceton ausgezogen (je 70cem). Bereits der vierte Auszug enthielt nur 
noch Spuren von Cholesterin, der fiinfte war cholesterinfrei. Nach Ver- 
dampfen des Acetons blieb fast nur Cholesterin zuriick. . Der in Aceton 
unlésliche Anteil wurde in Chloroform-Alkohol suspendiert, erst Ammoniak 
und dann CO, eingeleitet, bis alles Blei ausgefallt war, dann abzentrifugiert 
und der AbguB im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde 
dann in absolutem Alkohol aufgenommen, zentrifugiert und zur Kom- 
plementbindung gegeben. Er reagierte in einer Menge von 204 positiv 
gegeniiber einem Hirnantiserum (Ausbeute 0,1 g). 

Ob das Hapten in dem ,, Bleisalz** als Molekiil- oder als Adsorptions- 
verbindung oder gar als richtiges Salz vorliegt, liBt sich nicht ent- 
scheiden. Irgendwie ,,gebunden™ ist es aber; denn die Behandlung der 
Fraktion IV selbst mit Aceton fiihrte, wie schon in der ersten Mitteilung 
erwahnt, zu viel schlechterer Ausbeute an Hapten, so da man an- 
nehmen mu, daB die ,,Bindung® an Bleiacetat die Léslichkeit herab- 
setzt (vgl. I. Mitteilung). Nach dem Gesagten lag es nahe, die 
alkpholische Cadmiumchloridverbindung, die als solche bei der Auf- 
arbeitung anfallt, unmittelbar mit Aceton zu extrahieren, da man sich 
damit unter Umstanden einen ganzen Arbeitsgang (Zerlegen des CdCl,- 
Salzes mit NH, und Uberfiihrung in das ,,Bleiacetatsalz‘‘) ersparen 
konnte. Es zeigte sich in der Tat, daB auch die Bindung in der Cadmium- 
chloridverbindung derart ist, daB durch trockenes Aceton in der Haupt- 
sache Cholesterin herausgelést wird, so daB die Verluste an Hapten 
gering sind. Weitere Versuche zeigten dann, daB man die acetonléslichen 
Cadmiumsalze (nach dem Verdampfen des Lésungsmittels und Trocknen) 
sogar mit Ather nochmals weiter fraktionieren kann, wobei der Chole- 
steringehalt des atherléslichen Anteils auf 85 und 90°, stieg. Daneben 
enthielt er, wie die Verseifungszahl zeigte, Neutralfett, und auBerdem 
das Hirnhapten in geringer Menge. Somit konnte der Arbeitsgang 
wesentlich vereinfacht werden, und wir gingen von nun an stets so vor, 
daB wir die alkoholléslichen Cadmiumsalze in trockenem Zustande mit 
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trockenem Ather so lange extrahierten, bis kein Cholesterin mehr nach- 
zuweisen war. Die nahere Beschreibung erfolgt spater im Zusammenhang, 
wobei auch die anderen Fortschritte in der Reindarstellung beriick- 
sichtigt werden sollen. 

Dialyseversuche, 

Bei der Zerlegung von Cadmiumsalz durch NH, entsteht jeweils 
Ammoniumchlorid, das wir friiher zusammen mit den Cerebrosiden und 
anderen atherunléslichen Verbindungen gréBtenteils durch Ather 
abgeschieden haben. Vollstandig entfernt wurde es dadurch nicht, 
Bei den Versuchen mit Bleiacetat machte nun die Entfernung des viel 
leichter Jéslichen Ammoniumacetats stets groBe Schwierigkeiten. 
Wir fiihrten daher die Entfernung dieser Ammonsalze, da Auswaschen 
der atherischen Lésungen zu sehr bestandigen Emulsionen und zu 
Haptenverlusten fiihrte, mit Hilfe der Dialyse durch. 

Wir haben zahlreiche Dialysen durchgefiihrt, und zwar sowohl mit 
cholesterinfreien als auch cholesterinhaltigen phosphorreichen und phosphor- 
armen Fraktionen, aber wir konnten nie eine wesentliche Abnahme der 
Komplementbindungsfahigkeit des Hiilsenriickstandes feststellen. Im 
Gegenteil, ab und zu trat sogar eine geringfiigige Verstirkung ein, die 
aber (ebenso wie die manchmal auftretenden geringfiigigen Abschwachungen ) 
bei den stets mehr oder weniger schwankenden Ergebnissen der Kom- 
plementbindungsmethode nicht viel zu bedeuten haben. 

Zur Dialyse wurden z. B. 0,120 g Substanz in 3 ccm heiBbem Alkohol 
gelést, unter leichtem Umschiitteln in 60 cem Wasser gegossen und in einer 
Pergamentdialysierhiilse von Schleicher & Schill gegen flieBendes Wasser 
dialysiert (Zugabe von Toluol). Nach 24 Stunden wurde das ersternal, 
nach 48 Stunden das zweitemal eine Probe entnommen und beide mit 
Hilfe eines Hirnantiserums auf ihren Gehalt an Hapten untersucht. 

Auf eine ausfiihrliche Wiedergabe wollen wir verzichten. 

Die Entfernung der phosphorhaltigen Bestandteile. 

Schon friiher teilten wir mit, daB Fallungsversuche mit Schwer- 
metallsalzen zur Entfernung der nicht mit Cadmiumchlorid in Alkohol 
fallbaren phosphorhaltigen Bestandteile des Hirnextraktes nicht zum 
Ziele fiihrten. Es mu8ten daher weitere Versuche unternommen werden, 
um die Frage, ob das Hirnhapten phosphorhaltig sei, zu klaren. Sie 
waren um so dringlicher, als bei dem oben angegebenen Extraktions- 
verfahren zur Entfernung des Cholesterins die phosphorhaltigen Bestand- 
teile in den aceton- bzw. atherunléslichen Cadmiumsalzen stark an- 
gereichert wurden. Als Ausgangsmaterial diente die aus den alkoholischen 
Cadmiumsalzen durch Extraktion mit Ather gewonnene cholesterinfreie 
Fraktion, die nun selbst mit Ammoniak zerlegt, getrocknet und mit 
trockenem Ather von den atherunléslichen Bestandteilen (Cerebrosiden, 
Kreatin) befreit wurde. 

Zunachst versuchten wir indessen nochmals, die von Bloor und Snider 
angegebene Fallungsmethode, die darin besteht, in acetonischer (statt 
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alkoholischer) L6sung mit Cadmiumchlorid zu fallen, wobei die Phosphatide 
quantitativ ausfallen sollen. Auf unsere cholesterinfreie Fraktion angewandat, 
fiihrte auch sie nicht zum Erfolg, was wohl zusammen mit anderen Faktoren 
daraut hinweist, daB die noch in Lésung verbliebenen P-haltigen Sub- 
stanzen keine typischen Phosphatide sind. Auf eine Beschreibung der 
Versuche wollen wir verzichten. 

Es war in der ersten Mitteilung gezeigt worden, da8 ein groBer 
Teil der phosphorhaltigen Begleiter dadurch entfernt werden kann, 
da man das Hapten an f-Al(OH), adsorbiert und mit Alkohol wieder 
eluiert. Aller Wahrscheinlichkeit nach ware man durch mehrfache 
Adsorption und Elution zu phosphorfreien Fraktionen gelangt. Da aber 
dieser Weg sehr umstandlich schien, versuchten wir zunachst den 
wesentlich einfacheren der Voradsorption, der auch in der Enzym- 
chemie mit groBem Erfolg beschritten worden ist. Da wir aus unseren 
Versuchen iiber die adsorptive Trennung von Haptengemischen das 
Verhalten einer Reihe von Adsorbentien kannten, war es einfach, die 
richtigen auszuwahlen. Es zeigte sich, daB eine ganze Reihe kauflicher 
Praparate die phosphorhaltigen Begleiter ohne Abschwachung der 
Haptenfunktion adsorbiert, so z. B. tertiaires Calciumphosphat, Barium- 
sulfat, Kieselgur u. a. 

Wir geben im folgenden ein Beispiel einer kombinierten Voradsorption 
zwecks Entfernung der phosphorhaltigen Begleitstoffe. 


0,25 g Substanz (Phosphorgehalt 0,85°,) wurden in 400 cem Alkohol- 
Petrolather (3: 1) gelést und mit 10 g tertiaérem Calcitumphosphat (Kahlbawm) 
im Verlauf einer Stunde im Eisschrank 6fter durchgeschiittelt, dann zentrifu- 
giert, der AbguB mit 5g Kieselgur in gleicher Weise behandelt, zentrifugiert 
und dann nochmals mit 10 g¢ Bariumsulfat (AKahlbaum) der Voradsorption 
unterworfen (Ausbeute 0,150 g¢; Phosphorgehalt 0,28°,)..© Der Phosphor 
war somit auf fast 33°, zuriickgegangen, die Ausbeute betrug 60°,, somit 
war deutlich eine spezifische Anreicherung der phosphorfreien Bestandteile 
vor sich gegangen. 0,125 g der so gewonnenen Fraktion wurden in 250 ccm 
des obigen Alkohol-Petrolathergemisches zunadchst mit 5 g Kieselgur, dann 
mit 8 g tertiarem Calciumphosphat wie oben behandelt (Ausbeute 0,100 g; 
Phosphorgehalt 0,14°,). Die restlichen 0,080 g der Substanz wurden in 
300 cem des Lésungsmittels mit 10 g Kieselgur behandelt. Es resultierten 
0,060 g Substanz, die nun weiterhin in 450 ccm Lésungsmittel mit 15 g 
Kieselgur behandelt 0,050 g Substanz mit einem P-Gehalt von 0,015°,, 
ergaben. Somit wurde bei einem Substanzverlust von 50°, der Phosphor 
auf rund den zehnten Teil vermindert. Bei weiterer Behandlung von 0,030 g 
Substanz in 1000 cem Lésungsmittel mit 20 g Kieselgur sank der Phosphor- 
gehalt auf eine nicht mehr bestimmbare Spur herab, bei einer Ausbeute von 
0,020 g. Der Phosphor war somit bei einer Substanzausbeute von 8°, 
praktisch gleich Null geworden. Diese so gewonnene Fraktion gab noch 
stark positive Komplementbindung mit einem Hirnantiserum. 


Das Beispiel zeigt, wie es durch Adsorption mit geeigneten Sub- 
stanzen gelingt, die P-haltigen Begleiter des Hirnantigens zu entfernen, 
ohne daB die komplementbindende Funktion erlischt, daB man somit 
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daraus schlieBen kann, daB das Hirnhapten tatsichlich keinen Phosphor 
im Molekiil enthalt. 


Experimentell ist der gezeigte Weg etwas umstandlich, lieBe sich aber 
sicher vereinfachen, wenn man die von Kuhn, Winterstein und Mitarbeitern 
in jiingster Zeit sehr ausgebaute 7’swettsche Adsorptionsanalyse! methodisch 
anwenden wiirde, die darin besteht, da man das Adsorptionsgut durch 
ein mit dem Adsorbens gefiilltes Rohr langsam durchsaugt. Wenn wir 
die Voradsorption mit Kieselgur in diesem Sinne nicht weiter ausgebaut 
haben, so lag dies daran, daB wir mittlerweile ein anderes einfacheres Ver- 
fahren, naémlich das der Verseifung aufgefunden hatten, das uns erlaubte, 
alle phosphorhaltigen Begleiter vollstandig zu entfernen. 


Die Verseifung des Hirnextraktes. 


Es ist ein willkommener Umstand, daB das Hirnantigen durch 
heiBes Alkali nicht wesentlich zerstért wird; denn dadurch gelingt 
einerseits die Abtrennung eines groBen Teiles der Begleiter, andererseits 
ist eine gewisse Unterscheidungsméglichkeit gegeniiber anderen 
Haptenen, wie z. B. dem Wassermann-Antigen, gegeben (Rudy). 


Die Verseifung wurde zunachst an solehen Produkten vorgenommen, 
bei denen |. die Phosphatide mit Cadmiumchlorid ausgefallt waren, 2. das 
Cholesterin aus den alkonolléslichen Cadmiumsalzen mit Ather extrahiert 
und 3. aus diesen atherunléslichen Cadmiumsalzen (nach Zerlegung mit 
Ammoniak) die Hauptmenge der Cerebroside und des Kreatins mit Ather 
abgeschieden worden war. Sie wurde anfangs mit alkoholischer Natron- 
lauge auf dem Wasserbad durchgefiihrt. Nach Abdampfen des Alkohols 
und Verdiinnen mit Wasser wurde entweder mit Ather oder Petrolather 
oder Benzol mehrmals ausgeschiittelt. Bei diesem Extrahieren zeigte sich 
nun bald, daB die Léslichkeit des Haptens in organischen Lésungsmitteln 
nicht mehr so ausgesprochen war wie anfangs, indem auch die Seifenlésung 
betrachtliche Mengen von Hapten enthielt. Demgema®8 waren auch die 
Ergebnisse der Verseifungsversuche sehr wechselnd, insbesondere kam es 
oft vor, daB in dem organischen Solvens fast kein Hapten mehr festzustellen 
war. Wir vermieden daher wasserige Seifenlésungen, indem wir den Seifen- 
rickstand erst trockneten und dann mit organischen Solventien behandelten. 
Wahrend wir anfangs mit Atznatron verseiften, gingen wir spaiter zu Barium- 
hydroxyd iiber, wobei wir so verfuhren, daB die in Alkohol geléste Substanz 
mit der entsprechenden Menge heifbgesattigter wasseriger Barytlosung 
versetzt und der Alkohol auf dem Wasserbad im Verlauf einer oder auch 
mehrerer Stunden verjagt wurde. Der gréBte Teil des Wassers wurde 
dann im Vakuum entfernt, und der noch gut feuchte Riickstand mehrmals 
mit Alkohol-Ather ausgezogen. (Einzelheiten siehe spater!). Vollkommen 
wasserfreie Lésungsmittel extrahieren nur ungeniigend. Man mu8 daher 
einerseits fiir einen geniigenden Wassergehalt sorgen, andererseits aber 
auch geniigend Ather zusetzen, damit nicht zu viele Bariumseifen und 
andere wasserlésliche unwirksame Spaltprodukte mit in Lésung gehen. 
Das Barytverfahren scheint uns folgende Vorteile zu haben: 1. Barium- 
hydroxyd greift etwa noch vorhandene Cerebroside weniger an als Natron- 


1 Vgl. die Zusamenfassung von A. Winterstein. 
Biochemische Zeitschrift Band 267. 6 











82 H. Rudy: 


lauge, wenn es auch, wie Vergleichsversuche mit Cerebrosiden gezeigt 
haben, nicht véllig ohne Einwirkung ist; 2. kann man das wahrscheinlich 
als Bariumseife mitgeléste Barium einfach mit CO, entfernen, so daB man 
vor allem das Auswaschen in alkalischen wisserigen Medien, das Verluste 
an Hapten mit sich bringt. unterlassen kann. 


Léslichkeit des Hirnantigens in wiisserigen Medien. 


Die Frage, ob nun das Hapten selbst saure Eigenschaften hat und 
so als Salz in das wasserige Medium leicht iibergeht, oder ob es sich nur 
um eine nunmehr erhéhte Léslichkeit in wiasserigen Medien iiberhaupt 
handelt, konnte an Hand der geschilderten Versuche natiirlich nicht 
entschieden werden. Sie schien uns indessen einer experimentellen 
Priifung wert. Es wurden daher Ausschiittelungsversuche aus neutraler 
atherischer Lésung des Hirnhaptens mit Wasser und neutraler NaCl- 
Lésung angestellt. Und zwar wurden zum Vergleich neben dem durch 
Verseifung des phosphatid-, cerebrosid-, kreatinarmen, cholesterinfreien 
Hirnextraktes erhaltenen Produkt auch solche geringerer Reinheit 
herangezogen, insbesondere der ,,Roh‘‘-Hirnextrakt. Die Versuche, 
deren ausfiihrliche Wiedergabe wir uns ersparen wollen, ergaben nun 
eine eindeutige Zunahme der Wasserléslichkeit im Laufe des Reinigungs- 
verfahrens. Wahrend aus der atherischen Lésung des durch alkoholische 
Extraktion des Gehirns erhaltenen ,,Roh‘‘-Haptens nur geringe Mengen 
von wirksamer Substanz auszuschiitteln sind (etwa 0,5°, der in der 
Atherphase verbleibenden Wirksamkeit) steigt dieser Betrag bedeutend 
an, wenn man durch die geschilderten MaBnahmen das Cholesterin 
vollstandig und die Phosphatide, Cerebroside und das Kreatin bis auf 
geringe Reste entfernt. Aus der atherischen Lésung solcher Produkte 
wurden Mengen bis zu mehreren Prozenten extrahiert (2 bis 5). Noch 
stirker wurde die Léslichkeit indessen nach der Verseifung, wobei 
jedoch die Art und Weise der Verseifung und der Extraktion des Baryt- 
ruckstandes eine ausschlaggebende Rolle spielt. So unterscheiden sich 
verseifte Extrakte bisweilen nicht unbetrachtlich, was anscheinend 
mit der Art und Menge der Begleitstoffe zusammenhangt. Wir denken 
hierbei vor allem an Fettsauren, die als Bariumseifen mit in den Extrakt 
gelangen kénnen. Die Wasserléslichkeit schwankt auf diese Weise 
zwischen 3 und 30°, und mehr. 


Es ist natirlich auch daran zu denken, daB durch die Verseifung 
wasserlésliche Stoffe entstehen, die nunmehr die Léslichkeit nach der 
Seite des Wassers beeinflussen. 

Nach diesen Ergebnissen schien es wiinschenswert, die Wasser- 
léslichkeit verseifter cholesterinfreier Hirnextrakte mit Hilfe der Dialyse 
zu priifen, zumal sich, wie schon oben erwahnt, bei unverseiften Extrakten 
die Wirksamkeit der Innenfliissigkeit im Verlauf einer mehrtagigen 
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Dialyse durchaus nicht verringert hatte. Bei der Priifung der AuBen- 
fliissigkeit konnten wir indessen feststellen, daB& auch bei solchen un- 
verseiften Produkten ein geringer Teil (1 bis 2°.) herausdialysiert war. 
Bei verseiften Extrakten ist jedoch ein weitaus leichterer Durchtritt 
festzustellen, allerdings wiederum in verschiedenem Mabe, was wohl 
auch hier, ebenso wie bei der Ausschiittelung, auf wechselnden Gehalt 
an Fettsauren und dadurch bedingte verschieden stark physikalisch- 
chemische Bindung an organisch lésliche Kérper zuriickzufihren ist. 
Man erkennt die gr6Bere Diffusionsfahigkeit schon daran, daB nunmehr 
die Reaktionsfahigkeit der Innenfliissigkeit betrachtlich zuriickgehen 
kann (in einem Falle derart, daB die geringste noch wirksame Menge 
von 1,25 auf 6 y, also auf das Fiinffache stieg). GréBenordnungsmaBig 
ist die durch Pergament hindurch getretene Haptenmenge ebenso groB 
wie bei den Ausschittelungen. Bei einem an sich schwachen Praparat 
war die Innenfliissigkeit sogar vollkommen negativ geworden, wahrend 
das Dialysat positiv reagierte. Nativer Hirnextrakt zeigte dagegen 
unter den gleichen Bedingungen im Dialysat eine verschwindend 
schwache Komplementbindung gegeniiber einem Hirnantiserum, in 
Ubereinstimmung mit der geringen Auswaschbarkeit aus atherischer 
Lésung durch wisserige Medien. 

Wenn wir die vergleichenden Dialyse- und Verteilungsversuche 
zwischen Wasser und Ather iiberblicken, so ergibt sich, daB das Hapten 
im Laufe des Reinigungsprozesses eine immer gréBere Léslichkeit in 
Wasser bzw. wasseriger NaCl-Lésung angenommen hat, ein Ergebnis, 
das uns um so mehr iiberraschen muB, als die immunbiologischen Eigen- 
schaften nicht nur nicht abgeschwacht, sondern — wie Immunisierungs- 
versuche ergeben haben eher verstarkt werden. Am leichtesten 
verstandlich werden die Vorgange der Léslichkeitsinderung dann, 
wenn man sich vorstellt, daB das Haptenmolekiil von vornherein 
an seine Begleiter lipoiden Charakters adsorbiert ist und somit 
deren Léslichkeit besitzt. Werden nun diese im Laufe des Reini- 
gungsprozesses entfernt, dann kommen Schritt fiir Schritt die 
eigentlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften zum Vor- 
schein. Man muB also annehmen, dab das Hapten an sich wasser- 
léslich ist, in seiner Bindung an die anderen Hirnbestandteile aber 
lipoidléslich geworden ist. Auch die Tatsache, daB aus den _ver- 
seiften Produkten (wahrscheinlich je nach dem Gehalt an Fettsauren) 
mehr oder weniger Hapten mit wiisserigen Mitteln herausgelést 
werden kann, ist wohl auf diese Art und Weise zu erkliren. Die 
Ergebnisse erinnern in diesem Punkte an diejenigen von Levene 
und Landsteiner, die beim Forssmanschen heterogenetischen Antigen 
den primar wasserunléslichen, alkoholléslichen Extrakt teilweise in 
wasserlislicher Form erhielten. 
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Chemische Zusammensetzung. 

Das wichtigste Ergebnis der Verseifung in chemischer Beziehung 
ist indessen die Tatsache, daB man durch einfache Extraktion der 
Bariumseife mit Alkohol-Ather ohne weiteres ein phosphorfreies Praparat 
gewinnen kann. Somit ist die friiher auf anderem Wege gefundene 
Tatsache, daB das Hirnhapten keinen Phosphor im Molekiil enthalt, 
auch hiermit nochmals bewiesen, wobei der Weg jedoch wesentlich 
einfacher ist. 

Dieses durch Verseifung gewonnene Produkt enthieit stets noch 
Stickstoff und reduzierende Substanzen und reagierte in alkoholischer 
Lésung sauer (titrierbar mit NaOH gegen Phenolphthalein.) Die 
letztere Eigenschaft ist zum Teil auf die begleitenden Fettsiuren zuriick- 
zufiihren. Daneben bleibt es noch unentschieden, ob das Hapten selbst 
Saurecharakter hat. Stickstoff und Reduktionsfahigkeit dieser Praparate 
waren zum Teil auf noch vorhandenes Kreatin, das bei der sauren 
Hydrolyse in Kreatinin iibergeht, zuriickzufiihren. Bestimmte man 
z. B. den ,,gebundenen‘‘ Zucker einerseits nach Hagedorn-Jensen, 
andererseits mit Fehlingscher Lésung nach Schorrl, so ergaben sich 
meist groBe Differenzen. Es gelingt nun aber, das Kreatin u. a. unter 
dem EinfluB des Bariumbhydroxyds entstehende Umwandlungsprodukte, 
durch wiederholtes Waschen der atherischen Lésung mit Wasser zu 
entfernen. So betrug z. B. der ,,Glucosegehalt** nach Hagedorn-Jensen 
vor dem Waschen 7,59, nach dem Waschen 6,91°,. Der Gehalt an 
echtem Zucker, bestimmt nach Schorrl, war vorher 6,52, nachher 7,06 °,. 
Die Reaktion nach Jaffe mit Pikrinsiure war dementsprechend nach 
dem Auswaschen kaum noch erkennbar. Es sei darauf hingewiesen, 
daB mit alkoholischer Lauge oft noch eine weitere Verseifung méglich 
ist, was durch eine positive Verseifungszah] festgestellt werden kann. 
Der Wert dieser Verseifungszahl variiert. Wir haben auch Fraktionen 
ohne oder mit ganz geringer Verseifungszahl in Handen gehabt, die 
noch eine starke spezifische Komplementbindung gaben. Ein fett- 
artiger Bau ist daher fiir das Hapten wohl auszuschlieBen. Es sei in 
diesem Zusammenhang nochmals auf die Feststellungen von Levene 
und Landsteiner verwiesen, die in ihren wasserléslichen Praparaten 
ebenfalls Fettsiuren und Zucker in gebundener Form fanden. Ob 
dieser scheinbare Parallelismus zwischen dem Hirnantigen und dem 
heterogenetischen Antigen auch fiir die reinen Haptene zutrifft, bleibt 
abzuwarten. 


Die Komplementbindungsfihigkeit verseifter Hirnextrakte. 
Die mit Alkali behandelten cholesterin-, kreatin-, phosphor- und 
fast cerebrosidfreien Hirnextrakte reagieren mit einem Hirnantiserum 
im Rahmen der Komplementbindungsmethode positiv. Da aber der 
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Robhirnextrakt in gleicher, sehr oft sogar in geringerer Menge positiv 
reagiert, kann von einer Anreicherung der spezifischen Substanz nicht 
die Rede sein. Dieses Ergebnis scheint zunachst unbefriedigend, und 
es ist nicht ausgeschlossen, daB die angewandten Methoden ungeniigend 


sind. Andererseits ist zu bedenken, daB wie wir friiher schon aus- 
gefiihrt haben (I. Mitteilung) — die Komplementbindungsmethode 


fiir die Bestimmung des tatsachlichen Gehaltes an Hapten nicht un- 
bedingt verlaBlich ist; denn ihre Starke hangt sehr von den Begleit- 
stoffen ab. Weiterhin ist zu bedenken, daB durch die Verseifung die- 
jenigen Begleiter des Haptens, die fiir die kolloidale Struktur der zur 
Anstellung der Komplementbindung notwendigen wasserigen ,,Lésung* 
maBgebend sind, weitgehend zerstért werden. Da nun aber die ,,sicht- 
bare’ Komplementbindung gerade von der kolloiden Beschaffenheit 
sehr stark abhangt, und zwar so, daB sie bei Fehlen kolloider Struktur 
iiberhaupt ausbleibt (,,Halbhaptene’’), ware es ganz gut denkbar, daB 
eine ,,Anreicherung’’ deshalb nicht festzustellen ist, weil einfach die 
notwendige Kolloidstruktur fehlt. Die Immunisierungsversuche haben 
auf jeden Fall ergeben, daB die Fahigkeit zur Erzeugung von Hirn- 
antikérpern verstarkt ist. 


Darstellung des Hirnhaptens. 
(Ausfiihrliche Beschreibung.) 

Da nun nach dem oben Gesagten durch vieles Waschen von ver- 
seiftem Hirnextrakt mit Wasser Verluste an Hapten entstehen kénnen, 
schien es ratsam, soviel Kreatin als méglich schon vor der Verseifung 
zu entfernen. Da Digerieren mit trockenem Ather allein nicht geniigt, 
war es zweckmaBig, nun so vorzugehen, daB man den nativen Extrakt 
eindampfte, mit trockenem Ather Cerebroside, Kreatin soweit als méglich 
im Eisschrank abschied und dann aus der atherischen Lésung das 
restliche Kreatin durch mehrmaliges Auswaschen entfernte. Das 
empfiehlt sich auch deshalb, weil auf diese Weise méglichst wenig 
Spaltstiicke aus Kreatin in den verseiften Hirnextrakt gelangen und 
somit die weitere Reinigung nicht noch mehr beeintrachtigt wird. 
Das nunmehr geiibte Verfahren unterscheidet sich also von dem friiheren 
derart, daB vor der Ausfallung der Phosphatide und der Extraktion 
des Cholesterins die atherische Lésung des Hirnextraktes solange mit 
wasseriger NaCl-Losung (reines Wasser gibt zu starke Emulsionen) 
ausgeschiittelt wird, bis kein Kreatin mehr nachzuweisen ist. Die 
Zusammensetzung der Produkte ist qualitativ jedoch dieselbe geblieben, 
es werden daher weitere Versuche nétig sein, um festzustellen, welcher 
chemischen Kérperklasse das Hirnhapten zugehdrt. 

Sechs frische, von Blut und Meningen mdglichst befreite Rinderhirne 
(GroB- und Kleinhirn) werden durch die Fleischmaschine getrieben und 
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azunachst mit 15 Liter 85- bis 95°,igem Alkohol iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur digeriert. Dann wird ungefahr 2 bis 3 Stunden zum Sieden 
erhitzt und langsam abkiihlen lassen. Nach weiterem Abkiihlen unter 
der Wasserleitung wird filtriert. Der Riickstand des Gehirns wird noch zwei- 
mal mit je 15 Liter Alkohol heiB extrahiert, wobei man das Digerieren 
bei Zimmertemperatur unterlassen kann, das Abtfiltrieren von ungeléstem 
Hirngewebe aber zweckmaBig wiederum erst nach dem Abkiihlen vor- 
nimmt, um nicht zuviel unwichtiges Material mitzulésen (Kreatin, Cerebro- 
side u.a.). Die Filtrate werden jeweils, mindestens iiber Nacht, im Eis- 
schrank gehalten, wobei groBe Mengen der genannten Substanzen (mit 
nur ganz geringer hirnspezifischer Wirkung) abgeschieden werden. Die 
so gekiihlten Filtrate werden rasch abfiltriert und der Alkohol im Vakuum 
entfernt. Der Riickstand wird zur méglichst vollsténdigen Entfernung 
des Wassers zweimal im Destillationskolben mit Benzol durchgeschiittelt 
und das Benzol jeweils wieder abdestilliert (azeotropes Gemisch; das Benzol 
wird nach Trennung im Scheidetrichter zur nachsten Trocknung verwendet). 
Der Riickstand wird denn in 3 Liter méglichst trockenem Ather aufgenommen 
(Substanz nicht vollkommen léslich!) und nun mehrere Tage im Eisschrank 
stehengelassen. Auf diese Weise werden wiederum betréchtliche Mengen 
unwirksamer Substanzen abgeschieden. 

Die nicht ganz klare atherische Lésung, die auch durch Zentrifugieren 
nicht merklich geklart werden kann, wird nun dekantiert, zwecks Entfernung 
des noch verbliebenen Kreatins solange mit 10° ,iger NaCl-Lésung! durch- 
geschiittelt (12- bis l5mal), bis der atherlésliche Teil nach Behandlung 
mit Salzsiure keine Reaktion mit Pikrinséiure mehr gibt (Kreatininprobe 
nach Jaffe). Die jeweilige wasserige Schicht wird selten ganz klar und muB 
daher nach Ablassen durch Zusatz von mehr Ather und etwas Alkohol 
(so wenig als méglich) vollkommen geklart werden, wobei die dabei auf- 
tretende Atherschicht immer wieder mit der Hauptmenge vereinigt und 
weiter ausgewaschen wird. Wenn alles Kreatin entfernt ist, wird der Ather 
verdampft, wobei man durchschnittlich 240 g Substanz erhalt. 

Zur Entfernung der Phosphatide wird nun dieser Atherriickstand 
mehrmals mit 96°,igem Alkohol ausgezogen, wobei ungefaihr 20g 
(Kephalin u. a.) ungelést bleiben. Die in 3,5 Liter heiBem Alkohol gelésten 
220 g Substanz werden nun mit der halben Gewichtsmenge (110 g) Cadmium- 


chlorid geldst in 1,5 Liter heiBem Alkohol, eventuell unter Zusatz von 
ganz wenig Wasser versetzt, langsam auf Zimmertemperatur abkiihlen 
gelassen und filtriert. Der Filterriickstand (Phosphatid-Cadmiumchlorid- 


Doppelsalz) wird zweimal mit 250cem Alkohol von Zimmertemperatur 
nachgewaschen, die alkoholischen Filtrate samt Waschalkohol im Vakuum 
zur Trockne eingedampft und der Riickstand mehrere Tage im evakuierten 
Exsikkator iiber Schwefelséure bei 37° scharf getrocknet. 

Aus diesem Trockenriickstand wird nun im Soxhlet-Apparat mit iiber 
Natrium getrocknetem Ather unter FeuchtigkeitsausschluB der Haupt- 
anteil des Cholesterins extrahiert (die Bestimmung des Cholesterins in 
solchen Extrakten ergab bis zu 85 und 90°, Cholesterin). Der Rest des 
atherléslichen Teiles besteht wohl aus Fett, was durch Bestimmung der 


! Wasserige Salzsdure, die die Léslichkeit des Kreatins erhéht, kann 
nicht verwendet werden, weil die iiber mehrere Tage sich erstreckende 
Beriihrung mit Saéuren das Hapten zerst6ren wiirde: andererseits fiihrt 
reines Wasser zu héchst bestandigen Emulsionen. 
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Verseifungszahl festgestellt wurde. Auch geringe Mengen Hapten gehen 
mit in Lésung. Die letzten Reste des Cholesterins entfernt man am besten 
dadurch, daB man das atherunlésliche Cadmiumsalz nach Zerreiben nunmehr 
des 6fteren mit 2 bis 3 Liter ebenfalls iiber Natrium getrocknetem Ather 
digeriert, dekantiert und den noch getriibten Ather zentrifugiert. Wenn 
das Cadmiumsalz nach Auskochen mit Chloroform die Liebermann- Burchard 
sche Reaktion nicht mehr zeigt, ist die Extraktion beendigt. 


Zwecks Zerlegung des Salzes und Entfernung des Cd(OH), wird nun 
in 500 cem Alkohol-Chloroform heiB gelést, abgekiihlt und unter weiterer 
Kithlung Ammoniak eingeleitet, bis sich alles Cadmium als Hydroxyd weif 
abgesetzt hat. Dann wird abgesaugt, der Niederschlag nachgewaschen, das 
Ammoniak so rasch als méglich an der Wasserstrahlpumpe entfernt und 
schlieBlich die Lésung im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
wird zunachst in Ather DAB. VI aufgenommen, abzentrifugiert, der Ather 
verdampft und der Riickstand nach gutem Trocknen im Exsikkator (iiber 
P,O;) mit trockenem Ather so lange weiterbehandelt, als sich noch etwas 
abscheidet (zwei- bis dreimal), wobei man vor allem das Trocknen sehr 
intensiv betreiben muB. Das nunmehr Atherlésliche, das in einer Menge 
von 4,5¢ anfallt, zeigt folgende Zusammensetzung: 0,0342 g¢ Substanz: 
0,0458 g Phosphormolybdat, 0,0536g Substanz: 4,89 cem n/70 HCI, 
0,0668 g Substanz: 0,459 cem n/10 NaOH, 0,0668 g Substanz: 1,639 cem 
n/10 NaOH, 0,0544 g Substanz: 3,15 cem n/10 Brom, 0,1282 g Substanz: 
0,0218 g CuO, 0,1508 g Substanz: 0,0003 g Kreatinin. P 1,95°,, N 1,83°,, 
Glucose 7,09°,, Kreatin 0,21°,, Verseifungszahl 137,7, Saurezah! 38,6, 
Jodzahl (nach Rosenmund und Kuhnhenn) 73,5. Zur Komplementbindung 
geniigten noch 0,5 7 der Substanz. 

Zur Verseifung wurden beispielsweise 1,9 g Substanz in 250 cem Alkohol 
gelést, mit 8g Baryt in 30ccm heiBem Wasser versetzt und im Laufe 
von 1 Stunde im Wasserbad fast zur Trockne eingedampft. Der Riick- 
stand wurde nochmals mit 10 cem Wasser und 50 ccm Alkohol verriihrt 
und fast zur Trockne verdampft. Es wurde dann ein Gemisch von 
185 cem Alkohol, 185 cem Ather und 30 ccm Wasser zugesetzt, iiber Nacht 
bei 37° stehengelassen, zentrifugiert und aus dem Abgu8 das Barium durch 
Einleiten von CO, gefallt. Nach Zentrifugieren wurde eingedampft, der 
Riickstand in Ather aufgenommen und im Eisschrank stehengelassen, 
abzentrifugiert, die atherische Lésung nochmals zur Trockne verdampft 
und im Exsikkator iiber Nacht tiber P,O,; getrocknet, 12 Stunden im Eis- 
schrank mit Ather digeriert, abzentrifugiert, verdampft und getrocknet. 
Auf diese Weise wurden 0,80 g Substanz erhalten von folgender chemischer 
Zusammensetzung: 0,0486 ¢ Substanz: 5,39 cem n/70 HCl, 0,0516 g 
Substanz: 0,658 cem n/10 NaOH, 0,0516 g Substanz: 0,798 cem n/10 
NaOH, 0,0590 g Substanz: 5,18 cem n/10 Brom, 0,1282 g Substanz: 
0,0072 g CuO, 0,1508 g Substanz: 0,0001 g Kreatinin. P 0,0°,, N 2,22°,. 
Glucose 2,34°,, Kreatin 0,07°,, Verseifungszahl 86,8, Saurezahl 71,6, 
Jodzahl 111,5. 


Die Substanz reagierte in einer Menge von 3 y noch positiv gegeniiber 
einem Hirnantiserum. 

Der Verseifungsriickstand wurde noch ein zweites Mal extrahiert, 
und zwar mit einem Gemisch aus 90 cem Alkohol, 10 cem Ather und 60 cem 
Wasser. Bei sonst gleicher Behandlung wurden nochmals 0,21 g erhalten. 
Die Reaktion gegen Hirnantiserum reichte bis zu Mengen von | y. 
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Zusammenfassung. 

Es wird beschrieben, wie man einen weiteren Teil der in dem 
alkoholischen Rinderhirnextrakt vorhandenen Begleitstoffe des organ- 
spezifischen Hirnhaptens entfernen kann. 

Aus dem Aufarbeitungsverfahren ]éBt sich bereits schlieBen, daB 
das Hirnhapten phosphorfrei und alkalibestandig ist und keinesfalls 
als Sterin, Cerebrosid oder Kreatin anzusehen ist. 

Das Hapten ist primar lipoidléslich und kaum wasserléslich. 
Durch Abtrennung von Begleitstoffen wird es in wechselndem MaBe 
in wasserléslicher Form erhalten. 

Die gleiche Erscheinung lieB sich auch fiir die Dialyse durch 
Pergament feststellen. Der Rohextrakt dialysiert praktisch nicht, die 
verseifte Fraktion in betrachtlichem AusmaB. 

Danach scheint die primare Léslichkeit in Alkohol, Ather und 
anderen organischen Solvenzien auf die begleitenden Lipoide zuriick- 
zufiihren sein, wobei diese vielleicht die Rolle eines Adsorbens spielen. 

Die erhaltenen Produkte enthalten noch Stickstoff und Zucker in 
gebundener Form und reagieren in Alkohol sauer. Ob alle diese Kenn- 
zeichen fiir das Hapten selbst zutreffen, miissen weitere Versuche zeigen. 
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Zur Kinetik der Nierenphosphatase. IT’. 


Von 
Erik Jacobsen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 10, Oktober 1933.) 


In einer friiheren Arbeit habe ich die Phosphathemmung der Nieren- 
phosphatase untersucht. Es wurde gefunden, daB die Spaltungsgeschwindig- 
keit in Systemen: Phosphatase—Glycerophosphat—Orthophosphat von 
der Konzentration des anorganischen Phosphats und der des Enzyms ab- 
hangig ist. Wahrend die Spaltungsgeschwindigkeit der Enzymkonzentration 
linear folgte, zeigte es sich notwendig, den Einflu8 des Phosphats in zwei 
Komponenten aufzulésen, um die Versuchsergebnisse zwanglos zu erklaren. 
Die eine Komponente ist eine relative, vom Verhaltnis Substrat : Phosphat 
abhangige, und die andere eine absolute, von der Substratkonzentration 
ganz unabhingige. 

Mathematisch ist dies durch die Forme! ausgedriickt, die sich aus den 
gewohnlichen Hemmungsformeln herleiten 1aBt: 

S 
v = = 
K P\’ 
(s+ | ) (1 +7%) 
= a ~ 
K, K 
wo v die Spaltungsgeschwindigkeit, S und P die augenblickliche Konzen- 
tration von Substrat und Orthophosphat, Aj, und Ky die Affinitatskonstanten 
der Enzymsubstratverbindung und der Enzymorthophosphatverbindung, 
K, die Hemmungskonstante der absoluten Phosphathemmung und C eine 
der Enzymkonzentration proportionale Konstante darstellen. 

In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, daB nicht allein C, 
sondern auch die anderen Konstanten mit der Wasserstoffionenkonzen- 
tration variieren, und zwar unabhangig voneinander. Dieses macht 
die formelle Giltigkeit der aufgestellten Formel noch wahrscheinlicher, 
obwohl auch hier, wie ich schon friiher einmal hervorgehoben habe, 
derselbe Ausdruck sich auch unter der Annahme einer Oberflachen- 
adsorption von Substrat bzw. Phosphat an den Enzympartikeln ab- 
leiten 14Bt. Um die hier gestellte Aufgabe zu lésen — den EinfluB des 
pu auf die Komponenten der Phosphathemmung zu bestimmen —., ist 


1 |. Mitteilung: diese Zeitschr. 249, 21, 1932. 
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es angezeigt, die Versuchsbedingungen so zu wahlen, daB die Wirkung 
der Konstanten, die nicht zu untersuchen sind, vollstandig oder beinahe 
vollstindig eliminiert ist, wodurch sich die einzelnen Konstanten fiir 
sich untersuchen lassen. Aus der oben gegebenen Beziehung geht 
hervor, daB dieses in einem gewissen Grade mdglich ist. 

Die Versuche werden in Serien mit mehreren Einzelansaétzen durch- 
yefiihrt und das Verhaltnis zwischen den Spaltungsgeschwindigkeiten der 
Kinzelansaétze ausgerechnet; dabei gilt folgendes: 

1. Wenn die urspriingliche Orthophosphatmenge Null ist, und die 
Substratkonzentration varilert, ist das Verhaltnis zwischen den initialen 
Spaltungsgeschwindigkeiten nur von Ky, —der Michaelisschen Konstante 
abhangig : 

v S(S' + K,,) 
t ot 4-4) 
2. Sei S* so groB und P so klein gewahlt, daB 


K 
m , 
+ K,. 
4 m 

x, 

Wenn P variiert und S konstant gehalten ist, so wird das Verhialtnis der 
Spaltungsgeschwindigkeit fast ausschlieBlich von der absoluten Phosphat- 


hemmung abhangig: 


Sx+S+P 


e  Kyt+P’ 


af 4 % 
d K, +1 
3. Wird P konstant gehalten, und S variiert, aber nicht zu groB ge- 


, alae , , Km 
wahlt, so wird das Geschwindigkeitsverhaltnis hauptsachlich durch Kk. be- 
; p 
stimmt: 


( es K,,, K 
r S(S'+ Hf . in) 


’ , 


Ye ’ ) = > ; 
S'|(S+H K +i, 
a 
Die mit diesen drei Versuchsanordnungen erhaltenen Ergebnisse 
g 
sind in den Tabellen I, II und III wiedergegeben. 


Im allgemeinen lassen sich die Befunde — ohne einen Versuch sie 
zu erklaren — kurz so zusammenfassen. 

Mit abnehmenden Wasserstoffionenkonzentrationen nimmt der 
Unterschied zwischen den Geschwindigkeiten der Spaltung gréBerer 
und kleinerer Substratkonzentrationen immer mehr zu. Was die 

* Wie iiberall spaiter bezeichnet S und P die urspriinglichen Mengen 
von Substrat und Orthophosphat. Als Konzentrationseinheit ist m/1000 
benutzt, die Zeit ist in Minuten und die Geschwindigkeiten also in 
gespaltenen m/1000 pro Minute angegeben. Die Konstante C ist dem- 
zufolge als aufgespaltene m/1000 pro Minute in einer Lésung mit sehr 
hoher Substratkonzentration bei Abwesenheit von Phosphat zu definieren. 
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Phosphathemmung betrifft, so nimmt mit fallender Wasserstoffionen- 
konzentration die absolute Hemmung ab, wahrend die relative Hemmung 
wichst. 

, Mach! _ Kn 

Dies kann dadurch erklirt werden, daB die Konstanten K,,, |. 

kK, 
und K, alle mit abnehmender Wasserstoffionenkonzentration wachsen, 
indem K,, reziprok mit der absoluten Hemmung verlauft. 

Die numerische Bestimmung der einzelnen Konstanten ist nur an- 
nahernd gelungen und zwar hauptsachlich deswegen, weil in Ansatzen mit 
hohem Phosphatzusatz die Versuchsfehler relativ betrachtlich sind und 
daher die erste fast lineare Spaltung nicht mit solcher Genauigkeit ge- 
messen werden kann, daBi die Anfangsgeschwindigkeit exakt zu bestimmen 
ware. 

Die praktische Konsequenz ist, daB nur die Michaelis-Konstante 
verhaltnismaBig genau aus den initialen Geschwindigkeiten zu_be- 
stimmen ist; bei den anderen Konstanten ist diese Methode nur zur 
groben Orientierung verwendbar. 

Tabelle I enthalt die Versuchsprotokolle und eine Ubersicht der 
Ergebnisse. Mit steigender alkalischer Reaktion steigt A,, von sehr 
kleinen Werten (weniger als 0,05) bis etwa 2,0. 

Was die technische Ausfiihrung der Versuche anlangt, weise ich auf 
die Beschreibung in meiner friiheren Arbeit hin. Das Enzympraparat ist 
aus fiinf Schweinenieren hergestellt, mit Alkohol gefallt und dialysiert. 
Auch hier ist Mg zu voller Aktivierung zugesetzt. 


POR A EO eee Se swe See (ORR 
Medmalputter™ . .. 206 cee ke we ee BOO 
ee he ns eer my 


Zu 30 Teilen dieser Mischung sind 20 Teile einer voraus berechneten Na- 
(rlycerophosphatlésung —zugesetzt. Orthophosphatbestimmungen — in 
passenden Zwischenriumen. 

Die Zahlen bestatigen auch den Befund Akasavas*, der eine Ver- 
schiebung des py-Optimums mit variierenden Substratkonzentrationen 
feststellte. Dies ist auf eine Variation der MichaelisseKen Konstante zuriick- 
zufiihren. 


Ein entsprechender Weg zur numerischen Berechnung der Kon- 


- m. nas , . 

stanten AK, und Kp ist aus den oben gegebenen Griinden nicht direkt 
P 

beschreitbar. Die anfanglichen Geschwindigkeiten der Spaltungs- 


kurven lassen sich jedoch durch graphische Interpolation mit  hin- 
reichender Genauigkeit bestimmen, so daB eine grobe Annaherung der 


' J. of biol. Chem. 87, 33, 1930. 
2 J. Biochem. 10, 157, 1928. 
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Tabelle I. 
Pu s Zeit 0-Phosphat : o Geschwindigkeit in . _ 
Min. gefunden berechnet 
fiir Ky, = 9,05: 
7.5 5,06 0 0,08 
20 0,18 
40 0,27 
60 0,36 0,0050 100 100 
2.53 0 0.08 
20 0.18 
40 0,28 
60 0,37 0.0050 100 99 
1,27 0 0,08 
20 0,18 
40 0,28 
60 0,36 0.0050 100 97 
0,63 0 0,08 
20 0,18 
40 0,25 
60 0,30 0,0050 100 93 
0,31 0 0,08 
20 0,15 
40 0,20 
60 0,23 0.0040 80 89 
; fiir Ay, = 9,05: 
8.5 5.06 0 0.08 
15 0,18 
30 0,30 
45 0,41 0,0073 100 100 
2,53 0 0,08 
15 0,18 
30 0,28 
45 0,39 0,0068 93 99 
1,27 0 0,08 
15 0,19 
30 0,29 
45 0,38 0,0070 96 97 
0,63 0 0,08 
15 0,18 
30 0,26 
45 0,29 0,0069 95 93 
0,31 0 0,08 
15 0,16 
80 0,20 
45 (0,22 0.0066 90 89 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Pu 


5,06 


0.63 


5,96 


0,63 


0,32 


Zeit 


Min. 


7) 
12 
24 
39 


12 
24 
39 

() 
12 
24 
39 


12 
39 


12 
24 
39 


10 
20 
30 

0 
10 
20 
30 

0 
10 
20 
80 


10 
20 
39 

0 
10 
20 


0-Phosphat 
P 


0,08 
0,28 
0,46 
0,66 
0,08 
0,25 
0,41 
0,56 
0.08 
0,21 
0,33 
0,43 


0,08 
0,18 
0.31 


0,08 
0,15 
0.18 
0,22 


0,08 
0,23 
0,38 
0,52 
0,08 
0.19 
0,31 
0,42 
0,08 
0.16 
0,23 
0,30 
0.08 
0,13 
0,17 
0,21 
0,08 
0,10 
0,13 
0,15 


0,0168 


0.0145 


0.0104 


0,0082 


0,0075 


0.015 


0.011 


0,0077 


0.0046 


0.0023 


Geschwindigkeit in ‘ 


gefunden 


100 


87 


49 


44 


100 


=~] 
bo 


16 


0 


berechnet 


fiir A 


m 


100 


69 


49 


fiir Ky» 


100 


54 


0,90 


2.00 
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Konstanten zu erzielen ist. Die gefundenen Werte sind dann mittels 
arithmetischer Berechnungen feiner eingestellt, wodurch es méglich 
ist, den vollen Vorteil einer Bestimmung fiir einen gréBeren Teil der 
Spaltungskurve auszuniitzen. Hierdurch ist auch ein Beweis dafiir 
gegeben, dag im ganzen untersuchten py-Bereich die Kriimmungen 
der Spaltungskurven durch das abgespaltene Phosphat verursacht 
sind, was schon friiher in einem speziellen Fall erwiesen ist. 

Das Folgende weicht im Prinzip nicht davon ab, was schon friiher 
fiir andere Enzyme durchgefiihrt ist und ist dafiir nur angedeutet. 

Wenn vx die in der Zeit ¢ abgespaltene Phosphatmenge und d.r die in 
der unendlich kleinen Zeit dt aufgespaltene Substratmenge ist, laBt sich 
in tiblicher Weise aus der Geschwindigkeitsformel die Beziehung zwischen «x 
und ¢ ausrechnen: 


v4 i, Mis . a F 4 P + ae 
8+ PEP + oft +1) t Kal (1 +"Z-*) 


Ss — 2x 


woraus sich die allgemeine Gleichung der Phosphatasespaltung ergibt : 


K / 
Bes : 1 / : S a P 2s ! K \ 
kK A . S uy P K m | 
Ct P gs + ms ‘ 1 p la 
Sie (x 1) ; ” ) + K, | 
Ss + P = ” s 
2! a( ( S+P ; 
es t) (s+ DK + K,,) — 


deren Ctiltigkeit natiirlich durch die Voraussetzung beschrénkt ist, dal 
die Enzymmenge unverandert bleibt und da waihrend der Spaltung auBer 
dem Phosphat keine anderen hemmenden (oder aktivierenden) Stoffe auf- 
treten. Diese Bedingungen scheinen hier innerhalb der untersuchten 
Grenzen erfillt. 

Es wurde so verfahren, daB die vorlaiufig bestimmten Werte der 
Konstanten und einige Nachbarwerte versuchsmaBig in den Spaltungs- 
formeln eingesetzt wurden. Dasjenige Konstantenpaar, das Werte 
von C ohne Tendenz zu Steigerung oder Abfall gab, wurden als das 
wahrscheinlichste angesehen. 

Die Tabellen II und III zeigen die Versuchsergebnisse. Die an- 
gewendeten Werte von pu, S, P und ¢ sind mit den gefundenen 
Werten von Orthophosphat und den in der Berechnung angewendeten 
Konstanten zugleich mit den berechneten Analysewerten zusammen- 
gestellt. 


C schwankt in der Serie zwischen ziemlich weiten Grenzen, und es ist 


nicht médglich gewesen, diese unsystematischen Schwankungen durch die 


Wahl anderer Konstanten zu vermeiden. Dafiir sind simtliche Berechnungen 
wieder zuriickberechnet und die theoretischen Werte von w mit den an 





Tabelle II. 
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S ist immer konstant gehalten 
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2,3 








6,9 
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3,47 


2,14 


1,45 


0,78 


0,08 
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r] 


180 

90 
189 
270 


90 
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O-Phosphat 
P 


3,47 
4.08 
4,84 
5,58 
2,14 
3.03 
3,74 
4,44 
1.45 
2,29 


3,06 


0.0107 
0.0125 
0.0133 


0,0138 
0,0130 
0,128 


0.0119 
0,0121 


0,0133 
0,0122 
0,0121 


0.0129 
0,0130 


0.0149 
0,0166 
0,0176 


0,0154 
0.0164 
0,0169 


0.0157 
0.0162 
0.0159 


0,0160 
0.0159 
0,0147 


0,0157 
0,0150 
0,0144 


0,0143 
0,0169 
0,0159 


0,0170 
0,0165 
0,0161 


0,0168 
0.0158 
0,0156 


Aus den 


O-Phosphat P 


4,20 
4,84 
5,47 
2,96 


3,69 


4,39 


2 DO 
m Oo 
m io 


Who 
worst 
wn or 


5.06 
5,74 


Formeln berechnet 





Angewandte 
Konstanten 


C0,0125 


K m 
— 0,00 
kK 


p 
K,,, 0,00 


K,, 6,59 


C0,0158 


K 
™ 0.00 
p 

ins 0.0 ) 


K,, 7,00 
% 


Cc 0,0161 


K 
Se 0.20 
kK 
Pp 


K,, 0,00 
kK, 8,00 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 
p p ' O-Phosphat c sani wom Angewandte 
H P 0-Phosphat- P Konstanten ] 
81 0,74 0 0,74 
60 1,74 60,0204 1,56 C0,0161 7 
120 2,29 0,0158 2,31 * 
180 3,02 0,0163 3,00 Kk 0,20 
0,08 0 0.08 oo 
60 1.02 0.0165 1.01 K,, 9,00 
120 1,77 0,0156 1,81 K,, 8,00 
180 2,48 0,0162 2.46 
87 3,50 0 3,50 
45 5,56 0,0621 5,48 
9) 7,37 0,0635 7,10 an 
135 9,13 0,0630 8,75 '0,0587 
1.47 0 1,47 Am + 40 
45 3.81 0,0593 3,72 ar 
9) 5,62 0,0587 5,62 ; 
135 7,47 01,0600 7,35 K,, 0,60 
0,08 0 0,08 Kj, 0 7. 
45 2.24 0,0533 2,42 
90 3,94 0,0527 4.38 
135 5,85 0,0540 6,33 
89 3,50 0 3,50 
45 6,54 0,103 6,42 
90 8,83 0,097 8,90 
135 11,30 0,101 11,00 C 0,099 
1,48 0 1,48 Kn a 
45 4,83 0,100 4,81 re 
90 7,69 0,108 7,45 Kr 110 
135 9,92 0,106 9,53 m* 
0.08 0 0.08 K,, o¢ 
45 3,37 0,09) 3,63 
91) 6,29 0,096 6.48 
135 8,43 0,098 8,56 
Tabelle IIL. 
Aus _ 
> ¥ F PW ¢ > 
pa | 8 | Pp |e JOP) 5 | oc | barechnes | Sreeran 
P 
7,3 10,12 5.08 0 5,08 8, 
75 5,60 0,52  0,0124 5,58 C0,0119 
150 5,88 0,80 00,0098 6,04 x 
225 6,62 1,54 0,0140 6,48 010 
5,06 5,30 0 5,30 iy 
75 ~=««572—«| «0,46 | 0,0127/ ~—«5,78 K,, 0,00 
150 6,09 0,79 0,0112 6,14 K,7,5 
225 6,60 1,30 0,0129 6,55 
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Tabelle 111 (Fortsetzung). 
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6,33 


817 


6,33 


3,17 


1,58 


8,2 10,12 


5,06 


0-Phosphat 
P 


5,33 0 5,33 
75 5,83 0,50  0,0144 
150 6,26 0,93 0,0140 


225 6,62 1,29 00,0135 

2,66 0 2,66 
75 3,18 0,52 | 0,0103 
15¢ 3,92 1,26  0,0130 


225 4,30 1,64 0,0125 


2.65 0 2.65 
75 3,18 0,43 0,0089 
150 8,75 1,10 0,0119 
225 4,22 1,57 | 0,0125 

2.63 0 2,63 
75 3,07 0,44  0,0096 
150 3,52 0,91 0,0124 
225 3,67 1.04 0,0103 

6,40 0 6,40 
75 7,22 0,82  0,0217 
150 7,99 1,59 | 0,0213 
295 8,60 2,20 0,0206 

6,43 0 6,43 
75 7,15 0,72 —0,0220 
150 7,88 145 0,0219 
225 8,46 2.03 0.0217 

6,40 0 6,40 
75 7,04 0,64  0,0220 
150 7,60 1.20 0.0212 
225 8,22 1,82  0,0234 

3,38 0 3,38 
75 4,30 0,92 0,0199 
150 5,24 1,86 0,0213 
225 5,98 2.60 0,0208 

3,40 0 3,40 
75 4,29 0,89 90,0200 
150 4,86 1,46 0,0187 
225 5,60 220 0.0216 

3,39 0 3,39 
75 4.11 0,72 00,0214 
150 4,62 1.23 0.0221 
225 4,87 1,48  0,0226 

5,21 0 5,21 
60 5,90 0,69 0,0213 
120 6,64 143 0.0216 
180 (ays 1.96  0,0209 

5,22 0 5,22 
60 5.81 0.59  0,0200 
120 6,37 1,15  0,0200 
180 7,11 1.89 0.0236 
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Aus den 

Formeln 

berechnet 
O-Phosphat 


Angewandte 
Konstanten 


C 0,0119 


f K 

39 = 0,10 

Pp 

29 k,, 0,00 
) k, 7.5 
7 


C 0,0213 


K m 
72 iz * 


Pp 


K,,, 0, 0 
6,47 K,, 10 
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Tabelle II] (Fortsetzung). 
a - 
)-Phosphe orme'n | Angewandt 
PH . Oe ai el ' O-Phosphat | Konstanten s 
onphat | 
82 | 253 520 O| 5,20 | 8; 
60 5,64 | 0,44 0,0180 5,76 
120 6,40 1,20 0,0280 6,21 
180 6,66 1,46 0,02838 6,58 
5,06 | 2,67 0 2,67 | Sas 
60 | 345 | 0,78 |0,0200' 3,49 || © 0.0218 
120 4,13 1,46 0.0197 4,22 ae 
180 483 216 0,0207 4,87 Ko 
| 2,58/ 2,67; 0 | 2,67 | ano 
| 60 3,42 | 0,75 00218, 3,42 K,, 9 
120 3,95 | 1,28 00197 4,01 K,, 10 
180 440 1,73 | 0,0204 4,45 
1,27| 269; 0 2,69 
| 60 | 320 | 0,51 | 0,0196| 3,24 
120 3,57 | 0,88 | 0,0203 = 3,59 
| 180 3,70 | 1,01 | 0,0174 3,81 
86 | 1012) 540, 0, 540 | | 9,0 
| 45 6,53 | 1,18 | 0,0472 6,67 
| 90 7,79 | 229 00517) 7,84 
| 135 8,67 | 3,27 | 0,0528 —8,70 
5,06| 542) 0 542 | 
| 45 | 635 | 0,93 | 0,0518| 6,37 
| 90 7,16 | 1,74 | 0,0563| 6,90 
135 | 7,97 | 245 | 0,0566 | 7,76 
253/542; O| 5,42 | om 
| | 45 | 606 | 0,64 | 0,0587| 6,02 || © 90538 
| 90 6,47 | 1,05 00543) 6,45 a 
| | 135 6,93 | 1,51 0,0613; 680 [-¢% 280 
5,06 | 2,72 0 2,72 | yew 
45 3,88 1,16 0,0480 3,98 K,, 0,30 
| 90 4,79 | 2.07 | 0,0487| 4,92 K,, 30 
| 135 5,50 | 1,51 0,0468| 5,62 
2,53 | 2,65 0 2.65 | 
| 45 3,55 0,90 0,0521) 3,57 
| 90 4,15 1,50 00518) 4,17 
| 135 4,60 | 1,95 0,0577| 4,53 
1,27/ 2,70] 0 2,70 
| | 45 326 0,56 0,0553|) 3,24 
| 90 3.58 0,88 | 0,0522! 3,60 
| 185 3,73 1,03 0,0491 | 3,77 aie 
8,9 | 12,66} 6,62 | 0 6,62 © 0.114 Anal 
i 60 9,29 2.67 | 0,112 | 9,42 K sich | 
| 120 11,32 4,70 0,104 | 11,64 bw 1,80 zurii 
6,33 | 6,56 | 0 6,56 | K, 
| 60 8,19 | 1,63 0,099 | 8,89 K. 1,10 
| 120 968 | 3812/0117 | 962 || _™ der ‘ 
| 180 | 1040 | 3,84 0,107 | 10,51 K,0° ret 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


1. 


99 





8,9 | 3,17 


6,33 


3,17 


9,0 5,06 


0,63 


6,55 


| 8,55 


0 
60 
120 
180 
0 
60 
120 
180 
0 
69 
129 
180 
0 
60 
120 
189 


0 
30 
69 
90 

0 
30 
69 
90 

0 
69 
99 

0 

| 39 
60 
90 

0 
30 
60 
99 

0 
39 
60 
90 


O-Phosphat 
P 


PAIMNW DHAID 
Oemo sro oor 


— Ooo Nh oer 


5,37 
5,65 
5,92 
6,60 
5,42 
5,88 
6,13 
2.77 
3.40 
3,94 
4,20 
2,75 
3.08 
3,32 
3,45 
2,70 
2,91 
3,10 
3,22 


0,157 
0,097 


0,089 


| 
| 


0,0417 | 
0,0388 


0,0465 
0,0265 
0,9267 
0,0482 


0,0377 


0,0500 | 


0.0497 | 


0,9517 | 
0,048 1 | 


0,447 
0,0400 
0,0352 


0,0461 
0.0568 
0.9640 


Aus den 
Formeln 
berechnet 
O-Phosphat 
P 


4,99 
5,70 
6,05 
439 | 
4,80 
4.96 


593 | 
6.50 
7.07 


5,83 
6,18 
6,49 


5,91 
6,08 


3,33 
3,81 





Angewandte 
Konstanten 


C 0,114 


=== 180 


K 
K,, 1,10 


Pp 
m 
Ky, 00 


C 0,0430 


K,, 
x 9.50 
P 


K,, 1,50 
K,o 


gewandten Konstanten bestimmt, zu P addiert und mit den gefundenen 
Analysen zusammengestellt (Tabelle II und IIT, letzte Kolonne). Es zeigt 
sich hierdurch, daB die so gefundenen Variationen von C auf Analysenfehler 
zurtickzufiihren sind. 


In der Tabelle II ist S konstant und ziemlich groB, wahrend P in 
der ‘iabelle III bei variiertem S konstant gehalten ist. Wie schon oben 
erwaihnt, ist die Phosphathemmung und damit auch die Kriimmung 


7 


* 











LOO KE. Jacobsen: 
der Spaltungskurve im ersten Falle hauptsachlich durch A, und im 


Ky, 
letzten durch —— bestimmt. 
p 

Die Zahlen sprechen iibrigens fiir sich selbst; der Unterschied 
zwischen Beobachtung und Berechnung ist nicht gr6Ber als man es 
unter diesen Umstainden erwarten wiirde. 

Die benutzten Konstanten sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt : 








pa | Ky r K, Pu | = Ky, r K, 
6,9 —_ 6,5 8,5 0,05 —- | — 
7,2 — - 7,0 8,6 ~ 0,30 30,0 
7,8 0,10 7,5 8,7 0,60 1,40 oc 
7.5  <0,05 _ — 8,8 0,90 1,80 
7,9 ~~ 0,15 8,0 8,9 1,10 1,80 
8.1 — 0,20 8,0 9,0 1,50 0,50 
8,2 — 0,25 10,0 9,2 2,00 — oo 


SchluBbemerkungen. 


DaB die Spaltungsformel mit den Beobachtungen stimmt, ist 
darauf zuriickzufiihren, daB die Geschwindigkeit der Phosphatase- 
spaltung jedenfalls innerhalb der hier untersuchten Konzentrations- 
grenzen — und vielleicht noch weiter — ausschlieBlich von den Enzym-, 
Substrat- und den Phosphatmengen abhangig ist. 

Soweit ist die Sache sicher; ob aber die Grundlage der aufgestellten 
Geschwindigkeitsformel, durch deren Integration die Spaltungsformel 
entsteht, richtig ist, kann aus diesen Versuchen nicht sicher gesagt werden. 
Die Formel ist ja unter der Voraussetzung der hypothetischen Zwischen- 
stufen, der chemischen Verbindungen: Enzym—Substrat und Enzym 
—Phosphat ausgerechnet; wie aber friiher erwahnt ist, lassen sich 
auch formell iibereinstimmende Ausdriicke mit der Annahme_ einer 
Oberflachenadsorption zwischen Enzym und Substrat bzw. Phosphat 
ableiten. Die reelle Natur der Konstanten Km, Kp und Ky ist also noch 
unbekannt. 

Es ist in dieser Arbeit gezeigt, daB die Konstanten sehr stark mit 
der Wasserstoffionenkonzentration variieren ; es ist jedoch nicht méglich, 
zu entscheiden, ob diese Variationen ihre Grundlage in den Eigen- 
schaften des Enzyms (oder des eventuell kolloiden Tragers) oder in 
denen des Substrats und des Phosphats haben. 

Diese Fragen kénnen vielleicht durch weitere Versuche der Klarung 
nahergebracht werden. 
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Zusammenfassung. 

Die Kinetik der Nierenphosphatasespaltung ist im py-Bereich 6,9 
bis 9,2 untersucht worden. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit ist innerhalb der untersuchten 
Konzentrationen von Substrat und Orthophosphat und bei allen unter- 
suchten Wasserstoffionenkonzentrationen von der Enzymkonzentration, 
der Substratkonzentration und der Phosphatkonzentration abhangig. 

Es wird bestatigt, daB das Phosphat die Spaltung hemmt, und zwar 
so, daB es eine absolute und eine relative Hemmung gibt, wobei die 
letztere vom Verhaltnis Substrat : Orthophosphat abhangig ist. Mit 
abnehmenden Wasserstoffionenkonzentrationen nimmt die absolute 
Hemmung ab und die relative zu. 

Bis zu einer gewissen, recht niedrigen Grenze steigt die Spaltungs- 
geschwindigkeit mit steigenden Substratkonzentrationen, bei py 9 
recht stark und schon bei py 8,5 kaum merkbar. 

Die Ergebnisse werden mathematisch behandelt, und es ist gelungen, 
eine allgemeine Forme] fiir die Nierenphosphatasespaltung zu geben. 











Untersuchungen iiber Hefemazerationssaft. 
Von 
A. C. van Wijk und F. M. Muller. 
(Aus dem Laboratorium der N, V. ,,Brouwerij d’Oranjeboom‘‘, Rotterdam.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 


Schon Lebedew (5), der als erster durch Mazeration einen zellfreien, 
girfahigen Saft aus Hefe herstellte, machte die Erfahrung, daB nicht jedes 
Hefemuster einen brauchbaren Saft lieferte. Nicht nur zeigte es sich, daB 
PreBhefe dazu voéllig ungeeignet war, sondern auch unter den von Lebedew 
untersuchten Mustern einer bestimmten untergérigen Bierhefe gab es 
solche, die entweder iiberhaupt keine giarfaihigen Safte lieferten, oder Siafte, 
welche erst nach langerer Zeit zu giren anfingen. Er nannte diese letzte 
Erscheinung ,,Induktionsphinomen“. Auch Meyerhof (7) fand, daB ver- 
schiedene Hefemuster verschiedene Induktionszeiten aufweisen. Diese 
zwei Untersucher haben jedoch keine speziellen Versuche iiber den EinfluB 
der Vorbehandlung der Hefe auf die Garung des aus ihr hergestellten 
Mazerationssaftes gemacht. Eingehender hat sich Struyk (10) mit diesem 
Gegenstand befaBt. Er arbeitete mit Unterhefe der ,,Brouwerij d’Oranje- 
boom‘‘, aus der er den Mazerationssaft nach der Vorschrift Lebedews her- 
stellte. Er fand, daB die Safte, welche aus gleich nach Empfang ge- 
trockneten Hefemustern hergestellt wurden, oft tiberhaupt nicht garten, dab 
aber, wenn die gleichen Muster vor dem Trocknen einen oder mehr Tage im 
Eisschrank aufbewahrt wurden, aus ihnen dennoch gut girfihige Siafte 
erhalten werden konnten. 

Es schien uns erwiinscht, eine systematische Untersuchung tiber 
den Einflu8 der Vorbehandlung der Hefe auf das Garvermégen des 
Mazerationssaftes anzustellen. Einerseits ware es wichtig zu wissen, 
welche Vorbehandlung zum Erhalten eines schnell angirenden Saftes 
die beste sei, andererseits hofften wir durch eine solche Untersuchung 
einen Einblick in den Mechanismus des Mazerationsprozesses zu ge- 
winnen. 

Bei der Mazeration mu8 der ganze Katalysatorkomplex, der die 
alkoholische Giarung herbeifiihrt, aus der Zelle treten: die kolloide 
thermolabile Zymase! und die zur Géarung bendétigten, diffusiblen, 


1 Mit ,,Zymase“ ist in dieser Arbeit immer die Apozymase [vgl. Neuberg 
u. von Euler (8)] gemeint. 
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thermostabilen Aktivatoren. Wenn also nach Mazeration ein nicht 
garfahiger Saft erhalten wird, so kénnen dem offenbar zwei Umstinde 
zugrunde liegen. LEinerseits ist die Méglichkeit vorhanden, daB der 
Saft keine eigentliche Zymase enthalt, andererseits kénnen die Aktiva- 
toren ganz oder teilweise fehlen. Es schien uns daher wichtig, diese 
beiden Méglichkeiten scharf zu unterscheiden. Dazu haben wir unsere 
Safte auch immer bei Anwesenheit von Kochsaft, welcher die gesamten 
Aktivatoren enthielt, gepriift. Einer dieser Aktivatoren ist die Hexose- 
phosphorsaure, welche, wie Meyerhof (1. c.) fand, die Induktion aufhebt. 
Man kann sich weiter fragen, welche Prozesse das Freikommen der 
Zymase und der Aktivatoren herbeifiihren. Fiir die Zymase kénnte 
man mit Haehn und Schifferdecker [(2), S. 268] an proteolytische Prozesse 
denken. Lebedew (l.c.) fand zwar keine unmittelbaren Beziehungen 
zwischen proteolytischer Kraft und Géarung seiner Mazerationssifte, 
doch war seine Methode zur Bestimmung der Proteolyse nicht sehr 
zuverlassig. Wir haben deshalb vor allem versucht festzustellen, ob 
zwischen der Garfaihigkeit der Safte und deren proteolytischen Kraft 
irgendein Zusammenhang existiere. 


Methodik. 


Wir haben insgesamt 58 verschieden vorbehandelte Hefemuster ver- 
wendet. Diese Muster unterschieden sich erstens in der Zahl der Garungen, 
welche die Hefe in der Brauerei vollbracht hatte (die sogenannten Genera- 
tionen). Weiterhin wurde die Hefe verschieden lange im Garkeller mit 
kaltem Wasser (2°C) gewaschen, und schlieBlich wurde die gepreBte Hefe 
verschieden lange im Lagerkeller bei 1° C aufbewahrt. (Wir méchten darauf 
hinweisen, daB, ungeachtet dieser niedrigen Temperatur, in der Hefemasse 
die Temperatur betrachtlich ansteigen kann.) 

Die Hefemuster werden angedeutet mit drei Zahlen: die erste gibt die 
Generation an, die zweite die Stunden des Waschens und die dritte die 
Tage des Aufbewahrens der abgepreBten Hefe bei 1° C. 

Beispiel: 4—120—3 bedeutet Hefe der vierten Generation, 120 Stunden 
gewaschen, 3 Tage aufbewahrt. 

Die 0-Generation stammte aus dem Reinzuchtapparat. 

Zur Herstellung der Trockenhefe wurde die abgepreBte Hefe durch 
ein Sieb getrieben und auf Filtrierpapier in diimner Schicht bei 25°C ge- 
trocknet. Zur Mazeration wurde | Teil Trockenhefe mit 3 Teilen Wasser 
von 40° C zu einem Brei angeriihrt und bei 35° C gestellt. Nach der Vorschrift 
Lebedews soll die Mazeration 2 Stunden dauern, wir haben aber immer auch 
Safte nach langerer Mazeration untersucht. 

Die Garung verfolgten wir, wie Struyk auch getan hat, im Apparat von 
van Iterson-Kluyver!. Dieser Apparat gestattet das Arbeiten mit kleinen 
Mengen Mazerationssaft ; man braucht also nicht viel Trockenhefe und auch 
dauert die Filtration des Saftes nicht lange (in unseren Versuchen geniigte 
immer !/, Stunde), so da8 man sie nicht im Eisschrank vorzunehmen braucht. 

1 Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 38, 1161, 
Leipzig 1929. 
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Die Fillung der Apparate war dieselbe wie bei Struyk: 0,8 cem Saft, 
0,25eem 20°, ige Glucose, 0,25ceem Wasser oder Kochsaft und 0,2 cem 
Toluol. Nach Riihren zur Sattigung der Fliissigkeit mit Toluol wurde 1 cem 
des Girgemisches hineingelassen. Das Quecksilber stand dann ungefahr 
4 cm tiber dem Hahn im anderen Schenkel des Apparates, so daB die Garung 
unter Unterdruck stattfand. Die Apparate wurden bei 30° C gestellt. Das 
Volumen der gebildeten Kohlenséure wurde unkorrigiert abgelesen, nur 
wenn die Girung am nichsten Tage abgebrochen wurde, wurde das Queck- 
silber in beiden Schenkeln auf gleiche Héhe gebracht. Eine gréBere Ge- 
nauigkeit der Ablesung war bei unseren Versuchen nicht notwendig, weil 
es in erster Linie auf die GréBenordnung der ('O,-Mengen ankam. 


Die Garversuche wurden meistens nach etwa 24 Stunden abgebrochen. 
Wenn auch die Garung um diese Zeit nicht immer beendet war, so war doch 
die Geschwindigkeit sehr gering geworden. Es empfiehlt sich unseres Er- 
achtens nicht, die Versuchszeit langer auszudehnen. Der Mazerationssaft, 
durch einfache Filtration eines Hefebreies gewonnen, enthalt immer einige 
Hefezellen, unter denen es vermehrungsfihige gibt. Wir haben einige Male 
Wiirze und Hefewasserglykose mit 0,8 cem Saft beimpft und bei 25 bzw. 
30° bebriitet. Nach 24 Stunden war noch keine Entwicklung zu sehen, 
nach 2 bis 3 Tagen aber hatte immer ein deutliches Hefewachstum statt- 
gefunden. Auch in den Apparaten haben wir innerhalb 24 Stunden nie 
eine Vermehrung beobachtet. Es scheint uns aber nicht ausgeschlossen, 
da8 spiter, wenn das Toluol in zunehmendem MaBe in den Gasraum ver- 
dampft, eine Vermehrung stattfinden kann. 

Der Kochsaft wurde bereitet durch Eintauchen eines gartiichtigen 
Mazerationssaftes in kochendes Wasser waihrend 15 Minuten. Das Koagulum 
wurde in einem Tuche ausgepreBt, der Saft durch einen Setz-Filter klar 
filtriert und im Eisschrank in einem Kolben, der eine Réhre mit 
Chloroform enthielt, aufbewahrt. Im _ Kochsaft eines gut géarenden 
Mazerationssaftes miissen alle fiir die Garung unentbehrliche Aktivatoren 
enthalten sein. 


Die proteolytische Kraft wurde mit der von Northrop und Hussey (9) 
angegebenen Methode bestimmt. Diese Methode verfolgt die Abnahme der 
Viskositat eines Gemisches vom Enzympriaparat mit Gelatine. Wir be- 
nutzten Viskosimeter nach Ostwald in der Ausfiihrung von Kruyt (4), die 
in ein Wasserbad von 40° C eingehaingt wurden. Jedes Viskosimeter erhielt 
leem Mazerationssaft und 9ccem Gelatinelésung. Der in Tabelle I ver- 
zeichnete Wert 7, /") ist der Quotient der Auslaufzeit der kolloiden Losung 
(leem Saft + 9cem 3°,ige Gelatine) und des Lésungsmittels (1 cem Saft 
+ 9eem destilliertes Wasser). Arbeiten aus der Kruytschen Schule 
haben eindeutig festgestellt, daB Gelatinesole hei 40° dem Poiseuilleschen 
Gesetz gehorchen, so daB die Viskositaét der Auslaufzeit proportional ist. 


Die Gelatinelésung wurde folgendermaBen hergestellt: fiir 100 ccm 
wurden 3g bakteriologische Gelatine (von der ,,Lijm- en Gelatinefabriek**, 
Delft, Holland) '/, Stunde in 85 cem destillierten Wassers geweicht. Nachher 
wurde die Gelatine 1 Stunde auf 90° erhitzt, dann wurden 10 cem Citrat- 
puffer, py 5,9, nach Sérensen zugesetzt und mit Wasser bis 100 g aufgewogen. 
SchlieBlich wurde durch ein gehiartetes Filter filtriert. Es empfiehlt sich, die 
Gelatine jedesmal frisch herzustellen, da in der Gelatine beim Aufbewahren 
im Eisschrank Veranderungen auftreten, durch welche kurze Zeit nach der 
Mischung mit Mazerationssaft im Viskosimeter Triibungen und Aus- 
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flockungen auftreten, so daB dann von einer Viskositaétsmessung keine Rede 
mehr ist. Bei frisch bereiteter Gelatine tritt diese Erscheinung nicht auf, 
d. h. nicht innerhalb der Versuchszeit. Wenn man die Gelatine nicht erhitzt. 
so bleibt ihre Viskositat bei 40° nicht konstant. Es stellte sich heraus, daB 
Erhitzung wahrend | Stunde auf 90° geniigt. um eine Gelatine mit kon- 
stanter Viskositat zu erhalten. Erhitzt man linger oder auf eine héhere 
Temperatur, so wird die Viskositat zu niedrig infolge des nichtumkehrbaren 
Hitzeabbaues. 

Northrop und Hussey fanden, daB mit Pepsin die Zeit, in der 
eine bestimmte Viskositaétsabnahme stattfindet. umgekehrt proportional 
der Enzymkonzentration ist. 
Wie Abb. 1 zeigt, trifft %@-—T-—T— 
dies fiir Mazerationssaft 2 
nicht zu. 

Eine Erklarung _ fiir 
diese Erscheinung haben 4) 
wir nicht. Wenn man aber 4 
bedenkt, daBsi der Mazera- 
tionssaft nicht wie das Pepsin 
Northrops ein gereinigtes 47 
Enzympraparat, sondern 4 
ein kompliziertes Gemisch 
von Enzymen und Eiweib- tL Nene Sat 1:90 
arten darstellt, so braucht 4H, 3 GO 9 120. 150 180 
uns dieses  abweichende Zeit in Minuten 
Verhalten des Mazerations- Abb. 1. 
saftes nicht zu  wundern. 

Wir haben auch gepriift, ob die Titrationsmethode in Aceton nach 
Linderstrém-Lang (6) fiir unsere Versuche brauchbar war!. Es zeigte sich 
aber, daB. wenn man ein Gemisch von Gelatine und Mazerationssaft mit 
Aceton versetzt, ein klebriger Niederschlag entsteht, der jede Titration 
unmoéglich macht. Gelatine und Mazerationssaft fiir sich lassen sich jedoch 
mit dieser Methode gut titrieren. Nun enthalt der Mazerationssaft selber 
viel EiweiB. Wir haben deshalb die Selbstverdauung des Saftes (zehnfach 
verdiinnt mit einem Gemisch von 9 Teilen Wasser und | Teil Pufferlésung, 
pu 5,9, mit Toluolzusatz, bei 40°) mit der Lindertsrém-Langschen Methode 
verfolgt und nebenher auch die Viskositaétsabnahme der Gelatine mit 
demselben Saft in zwei Parallelversuchen (Tabelle I). 






Konz.Maz. Sate 1:40 
Konz.Maz. Sat 1:20 


Man ersieht aus der Tabelle I, daB die Viskositaétsabnahme erheblich, 
die Zunahme der freien Aminogruppen, sogar nach 20 Stunden, nur gering 
ist. Dazu kommt noch, da8, wenn die Proteolyse beim Freiwerden der 
Zymase eine Rolle spielt, die eiweiBspaltende Komponente, die Proteinase, 
wohl die wichtigste sein wird. Bei der Titration im Mazerationssaft bestimmt 
man aber die Wirkung der drei Komponenten (Proteinase, Poly- und 
Dipeptidase) zusammen, und es ist nicht tunlich, fiir Jede Bestimmung die 
Proteinase von der Poly- und Dipeptidase zu trennen. Die Erniedrigung 
der Viskositat wird auch in erster Linie der Proteinase, welche die kolloiden 
EiweiBteilchen zerkleinert, zu verdanken sein. Andererseits miissen wir 
zugeben, daB die Viskositétsabnahme kein so exaktes Ma’ der proteolyti- 


' An dieser Stelle méchten wir Herrn Dr. K. Linderstrém-Lang fiir die 
freundliche Uberlassung von 0,1 g Naphthylrot herzlichst danken. 
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Tabelle I. 


Vergleichung der Methoden zur Bestimmung der proteolyti- 
schen Kraft des Mazerationssaftes. Hefemuster 0—48—2. 








Viskositut Titration 
ecm 0/10 HCl 
Zeit n4/N Zeit pro 10cem, 
0 Mittel aus 3 Bestim- 
Std. Std. mungen 
Mazerationsdauer 21/, Std. 
0,02 2,12—-2,12 0,09 7,64 
0,16 2,04—2,04 0,15 7,84 
0,31 1,97—1,97 0,30 7.87 
0,46 1,90—1,92 1,04 8,91 
1,01 1,85—1,86 2,15 8,23 
2,01 1,66—1,66 3,53 8,45 
3,01 1,53—1,54 23,37 9,77 
4,01 1,44—1,46 
Mazerationsdauer 8 Std. 
0,02 2,06—2,07 0,00 9,29 
0,16 1,87 —1,88 0,15 9,29 
O31 1,75—1,75 0,35 9,59 
0,46 1,66—1,66 1,00 9,66 
1.01 1,60—1,60 2,01 10,27 
2,01 144—1,45 4,15 11,11 
4,01 1,31—1,31 19,40 12,59 


schen Kraft darstellt wie die Zunahme der freien Amino- oder Carboxyl- 
gruppen (vgl. das oben iiber Abb. | Gesagte). Wir sind jedoch davon iiber- 
zeugt, daB man mit der Northropschen Methode einen Eindruck von der 
GréBe der proteolytischen Kraft bekommt, was fiir die vorliegende Unter- 
suchung geniigt. Uberdies ist die Titrationsmethode wegen des unbekannten 
und wechselnden EiweiSgehaltes des Mazerationssaftes unbrauchbar. Wie 
aus. Tabelle II hervorgeht, bedingt der EiweiSgehalt des Saftes nur eine 
geringfiigige Erhéhung der Viskositaét gegeniiber der des Wassers. 


Tabelle LI. 


Auslaufzeiten von Wasser und von lcem Mazerationssaft mit 
9cem Wasser fiir verschiedene Viskosimeter und Safte. 





Nr. des Viskosimeters: 1 | 2 3 


Auslaufzeit fiir Wasser in Sek. . | 68,6 78,7 75,9 
| 71.9 843 | 81,2 

a | 
Auslaufzeiten der Saft-Wassergemische in Sek. | ioe ae =F 
70,7 83,8 80,6 


Die Auslaufzeiten von Saft + Gelatine am Anfang der Verdauungs- 
versuche sind aber mehr als zweimal gréBer als die von Saft + Wasser. 
Die Abnahme der Viskositaét waihrend der Versuche ist also zum weitaus 
gréBten Teil auf die Verdauung der Gelatine zuriickzufiihren. Ein 
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groBer Vorteil der Northropschen Methode ist schlieBlich ihre bequeme 
Handhabung. 

Die proteolytische Kraft wurde nun folgendermagen bestimmt: 
Die Auslaufzeit des Verdauungsgemisches wurde nach 2, 16, 31, 46 
und 61 Minuten bestimmt und eine Kurve der Anderung von », /1%o 
mit der Zeit gezeichnet. Aus dieser Kurve kann der Nullwert von 
He/No abgelesen werden. Als MaB fiir die proteolytische Kraft haben 
wir genommen die prozentuale Abnahme von 7, /ny 30 Minuten nach 
Anfang der Verdauung. So ist z. B. in Abb. 1 fiir die Konzentration 
1:10 der Nullwert 2,24 und der Wert nach 30 Minuten 1,84. Die 
prozentuale Abnahme ist also 17,9. 


Ergebnisse. 

1. EinfluB der Vorbehandlung der Hefe und der Mazerationsdauer. 

Tabelle II] enthalt die Hauptergebnisse unserer Arbeit!. Wenn 
wir zundchst die Gairung ohne Kochsaft betrachten, so ersehen wir, 
daB die Mehrzahl der Hefemuster nach kurzer Mazeration keinen 
schnell angirenden Saft liefert?. Als Kriterium einer schnellen An- 
girung betrachten wir die Bildung von wenigstens 1 cem CO, in der 
ersten Stunde; die Induktionszeit wird dann weniger als 1/, Stunde 
betragen. Nur unter den Mustern der vierten und sechsten Generation 
befinden sich solche, die nach 2'/,- oder 3stiindiger Mazeration einen 
schnell angirenden Saft liefern. Schon daraus ergibt sich der Einflu8 
der Generation; noch besser ersieht man diesen, wenn man z. B. die 
Garung nach iibereinstimmender Mazerationszeit der Muster 0 —6—0, 
1—6—0, 2—6—0, 4—6—0 und 6—5—0, oder 0—48—0, 4—48—0, 
6—44—0 und 9—72—0 untereinander vergleicht. Die Reinzucht-(0-) 
Generation ist zwar etwas besser als die erste, zweite und dritte Genera- 
tion, wird aber von der vierten und sechsten Generation noch weit 
iibertroffen. Innerhalb einiger Generationen liBt sich weiter ein EKinfluB 
des Waschens spiiren; so giirten z. B. die Safte von 0—48—0 besser 
als die von 0—6—0, die von 2—72—0 besser als die von 2—6—0. Den 
gréBten Erfolg bei der Vorbehandlung der Hefe erzielten wir aber mit 
dem Aufbewahren der gepreBten Hefe bei 1°C: fast immer lieferten 
die Muster, die einen Tag im Lagerkeller aufbewahrt worden waren, 
besser girende Safte als die gleich nach dem Abpressen getrockneten. 


' AuBer den in Tabelle III aufgenommenen Mustern haben wir noch 
zehn Muster der dritten Hefegeneration untersucht. Weil diese Muster 
keine bemerkenswerten Ejigenschaften zeigten, haben wir die mit ihnen 
erzielten Ergebnisse aus der Tabelle fortgelassen. 

2 Wir méchten betonen, daf der frische Hefebrei, wie er zur Mazeration 
hergestellt wurde, immer eine sehr starke Giérung zeigte (0,8 ccm Brei mit 
0.25 cem 20° iger Glucose und 0,25 cem Wasser im Girungsapparat). 
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Tabelle ILI. 


Gelatineverdauung und Garung (mit und ohne Kochsaft) 
der aus den Hefemustern hergestellten Safte nach ver- 
schieden langer Mazeration. 
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1 Zur Bezeichnung der Muster vgl. S. 103. 
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Tabelle 111 (Fortsetzung). 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





ecm gebildete CO, 
mit Kochsaft 
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Viskositat 
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Untersuchungen tiber Hefemazerationssaft. lil 
Tabelle III (Fortsetzung). 
> Dauer der [remeatenle Sees oo geeneete nite ste 
Muster Mazeration Viekeswaa ohne Kochsaft mit Kochsaft 
| Std. nach 1/3 Std. | ch 1 Std. [mach 4Std. nach 1 Std. | nach 4 Std. 
1. I 
| 
6—115—1 i 25 0,6 4.0 0,9 4,4 
| 5 3,9 2,4 5,7 2,8 59 
10 3,1 5,9 3,5 5,9 
| 15 1,3 + 1,5 
6—115—2 | 21), 1,3 4,7 1,3 5,0 
i 5 3,5 24 5,7 29 6.0 
| 10 2.9 5.6 2,6 6,2 
} 15 0 + 0 ++ 
6—115—3 | 21/5 2,1 5,0 2,6 5,8 
i 5 6,0 2,5 5,5 2,8 5,9 
10 2,4 49 3,3 6,2 
x . | + 1,6 + 1,7 
9—6—1 *21/. | 0 0 0 0 
le ae 0 01 . i = 
10 | 2,0 51 25 | BS 
| 15 | 24 | 54 80 | 6,7 
9—6—2 | 2 | > ee F. 0 0 
- 4 oe fo 2 ee 0 0 
10 | Ti wae Ge 0 0 
9—6—3 21, | | 0 0.9 + 2,7 
5 | 84 | 1,0 oy f. 43 4,0 
10 | 24 5,6 | 3,0 5,9 
15 | 20 45 | 24 5,1 
9—72—0 *21/, | | 0 e dae 0 
5 :- 0 0 | 0 0 
ie Thee cs 40 | 28 5,5 
ae | 2,2 60 || 30 6,9 
9—72—1 | *2, | Iva Ss a. 0 
| 5 ,-., oa 0 0 | 0 1,4 
| 10 2.6 62 | 33 6,3 
| 15 | 2,6 59 | 35 78 
972-8 | 2, 0 o | oO 1,0 
ae 2,2 1,3 49 || 20 5.6 
| 10 2,7 61 || 3,7 6,6 
15 2,8 Ge | 38,7 7,5 
9—144—0 | *21), | 0 0 0 0 
| 5 te” 0 0 0 0 
ee ae 0,7 3,7 1,2 4,5 
i 15 1,9 4,4 2,6 5,6 
9—144—1 | *21j, | 0 0 0 0 
| *5 2,3 0 0 0 0 
| 10 1,0 2.9 1,5 4,7 
| 15 1,9 49 2,5 59 
9-144-3 | 2), | 0 2.6 + 2.9 
wae 1,2 1,7 5, 2.2 53 
| 10 2,5 58 3,1 6,2 
} 15 2,4 4,8 31 6,3 
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Besonders schon kommt der EinfluB des Aufbewahrens bei der Reihe 
6—115—0, 6—115—1, 6—115—2 und 6—115—3 zum Ausdruck. 

Von gréBter Wichtigkeit ist die Dauer der Mazeration. Wie man 
aus Tabelle III ersieht, ergab fast jedes Muster, das nach 2! /,stiindiger 
Mazeration einen schlechten oder maBbig guten Saft lieferte, einen 
schnell angarenden Saft bei langerer Mazeration. Verschiedene Muster, 
die bei fiinf oder sogar zehnstiindiger Mazeration noch einen schlechten 
Saft lieferten (so daB es keinen Zweck hatte, die Garung nach 2! /,stiin- 
diger Mazeration zu untersuchen), ergaben gute Safte nach LO- bzw. 
15stiindiger Mazeration. Bei fast allen Mustern haben wir die Mazeration 
so lange fortgesetzt, bis das Garvermégen wieder abnahm. Wie unten 
ausfiihrlich auseinandergesetzt wird, ist das der Vernichtung der Zymase 
durch die Hefeproteinase zu verdanken. 


2. EHinfluB des Kochsaftes. 

Was nun die Gairungen mit Kochsaft anbetrifft, so ergibt sich aus 
Tabelle 111, daB wir durch Zusatz von Kochsaft, bei kurzer Mazerations- 
dauer, wenn die Garung noch nicht optimal ist, in den meisten Fallen 
eine schnellere Angarung erzielten, also die Induktion mehr oder weniger 
aufgehoben wurde!. Die Safte, aus 1—6—2 nach 10stiindiger und aus 
2—6—0 nach 7!/,stiindiger Mazeration erhalten, zeigten ohne Kochsaft 
nach 16 Stunden noch keine Girung, waihrend sie mit Kochsaft schon 
nach 1 bzw. 2'/, Stunden zu garen anfingen. Die Mehrzahl der Safte, 
die mit und ohne Kochsaft eine gleich schnelle Angérung aufwiesen, 
gehéren den Mustern der vierten und sechsten Generation an, welche 
Muster sowieso die besten Safte lieferten. Keiner der Safte der Muster 
1—6—2 und 1—120—0 zeigte ohne Kochsaft eine gute Garung: mit 
Kochsaft jedoch trat nach 12!/,- bzw. 10stiindiger Mazeration eine gute 
Garung auf. Wir diirfen aus diesen Versuchen schlieBen, daB namentlich 
bei den jiingeren und bei der altesten Generation die Zymase eher aus 
den Zellen herausmazeriert wird als die Aktivatoren und daB im Falle 
von 1—6—2 und von 1—120—0 iiberhaupt keine geniigende Menge 
Aktivatoren bei der Mazeration frei kommt wahrend der Zeit, daB die 
Zymase noch nicht zerstért worden ist. 

Die Verlangerung der Mazerationsdauer tiber 2'/, Stunden wird 
sowohl eine Zunahme der Zymase als der Aktivatoren herbeifiihren. 
Welcher dieser Prozesse im Einzelfall der wichtigste ist, wird durch 
unsere Versuche allerdings nicht entschieden: 0,25 ccm Kochsaft, die 
wir in unseren Versuchen zufiigten, enthalten naturgemaéB eine ge- 
ringere Menge Aktivatoren als 0,8 ccm des Mazerationssaftes, aus dem der 


' Noch deutlicher geht dies aus den Versuchsprotokollen hervor, die 
wir aber zwecks Raumersparnis nicht wiedergeben. 
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Kochsaft hergestellt wurde. Die Tatsache aber, daB es Safte gibt, die 
auch nach Zusatz von 0 25 ccm Kochsaft iiberhaupt nicht in Garung 
geraten!, wahrend dies nach langerer Mazeration der betreffenden 
Hefemuster wohl der Fall ist, deutet darauf hin, daB im ersten Falle 
wegen Mangels an Zymase keine Garung eintrat. Wenn auch 0,25 ccm 
Kochsaft nicht die optimale Aktivatormenge darstellt, so diirfte man 
doch erwarten, dab, bei Anwesenheit einer geniigenden Menge 
Zymase im Saft, doch wenigstens nach einer gewissen Induktionszeit die 
Garung einsetzen wiirde. Versuche mit konzentriertem Kochsaft (so 
daB man mit 0,25ccm eine ebenso groBe Menge Aktivatoren zufiigt, 
wie in 0,8ccm eines gut gérenden Mazerationssaftes enthalten sind) 
werden nétig sein, um diese Frage weiter zu lésen. 

Ein weiteres Merkmal der Garung mit Kochsaft ist die gréBere 
Gargeschwindigkeit und der héhere Endwert, auch wenn die Garungen 
mit und ohne Kochsaft zur gleichen Zeit angefangen haben. Die End- 
werte einiger derartigen Garversuche sind in Tabelle IV zusammen- 
gestellt. 

Tabelle IV. 
Endwerte ohne und mit Kochsaft bei gleichzeitigem Anfang der 
Garung 





dé sndwe 
Muster der ool — ncn . Versuchsdauer 
Std. ohne Kochsaft mit Kochsaft Std. 
0—6—0 7/4 5,1 10,1 21 
2—72—0 5 7,2 9,6 22 
4—6—1 21), 8.9 11.9 26 
4—48—2 10 9,1 12,2 22 
4—120—3 5 12,0 15,0 231), 
6—5—2 21), 9,7 12.6 26 
6—44—3 10 10,5 14,7 211/, 
6—115--1 5 10,0 10,6 2315 


Dieser EinfluB des Kochsaftes ist wahrscheinlich seiner anti- 
proteolytischen Wirkung, von welcher die Zymase vor der Zerstérung 
durch die im Mazerationssaft enthaltene Proteinase geschiitzt wird, 
zu verdanken. Auf diese Eigenschaft des Kochsaftes kommen wir 
weiter unten noch zuriick. 


Auch durch Zusatz von Hexosediphosphat konnten wir eine 
schnellere Angirung erzielen. Der Endwert der Garung war aber 
immer niedriger als der mit Kochsaft erreichte, weil die Hexosephosphor- 
siure keine antiproteolytische Wirkung hat. 

1 Diese Safte sind in Tabelle III mit * angedeutet. Es sei nochmals 
darauf hingewiesen. daB die Beobachtungszeit 24 Stunden betrug. 
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3. EinfluB der proteolytischen Krajt. 

Die dritte Spalte der Tabelle LII zeigt die prozentuale Abnahme 
der Viskositat '/, Stunde nach dem Anfang des Verdauungsversuchs. 

Obwohl es bei den ersten neun Mustern so aussieht, als ob die 
Viskositatsabnahme mindestens 10 °% betragen muB, damit eine schnelle 
Angirung bei Anwesenheit von Kochsaft stattfindet, so finden wir 
bei 1 —120—2 nach fiinfstiindiger Mazeration eine gute Garung, wahrend 
die Viskositatsabnahme nur 6,8 % betragt. Eine viel gréBere Diskrepanz 
zeigt 2—6—2, wo eine gute Garung bei einer Viskositaétsabnahme von 
1,9°% auftritt. 


Weiter in der Tabelle vermehren sich diese Falle betrachtlich. Es 


9 


leuchtet ein, daB ein solches Verhalten nicht fiir eine Beteiligung der 
Proteolyse am Freimachen der Zymase (oder der Aktivatoren) wahrend 
der Mazeration spricht. Ein weiteres Argument gegen die Beteiligung 
der Proteolyse am MazerationsprozeB entnehmen wir unseren Versuchen 
tiber Mazeration in Kochsaft anstatt in Wasser. Schon oben wurde 
die antiproteolytische Wirkung des Kochsaftes erwahnt. Tabelle V 
gibt einen Versuch wieder, in dem sich diese Wirkung zeigt. 


Tabelle V. 
Antiproteolytische Wirkung des Kochsaftes. 


Fiillung der Viskosimeter: 0,75 cem Mazerationssaft. 0.25 cem Wasser oder 
Kochsaft und 9cem Gelatine. Mazerationsdauer 5 Stunden. 





Prozentuale Abnahme der Viskositit 


Muster nach 1/, Stunde 
~ mit Kochsaft | ohne Kochsaft 
0—6—0 2.6 6,1 
0—6—1 1,9 5,7 
0—48—0 1,9 6.8 


Der gleiche Versuch nach 10- und 15stiindiger Mazeration ergab 
véllig iibereinstimmende Resultate, auf deren Darstellung wir ver- 
zichten kénnen. 

Wir gingen nun dazu iber, zu versuchen, durch Zusatz von 
Kochsaft bei der Mazeration jede proteolytische Wirkung zu unter- 
driicken. 

Kin erster Versuch mit 1 Teil Kochsaft und 2 Teilen Wasser als 
Mazerationsfliissigkeit hatte nicht den erwiinschten Erfolg: die Pro- 
teolyse war zwar herabgesetzt, aber immerhin noch bedeutend (9,4°% 
gegeniiber 13,8° und 9,7°% gegeniiber 14,9°%). V6llig unzweideutige 
Ergebnisse erzielten wir jedoch, indem wir die Mazeration in 3 Teilen 
Kochsaft vornahmen (Tabelle VI). 
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Tabelle VI. 
Gelatineverdauung und Gérung von Mazerationssaften mit 
Wasser und mit Kochsaft hergestellt. 
Fiillung der Viskosimeter: 1 cem Saft und 9ccm Gelatine. Géarung ohne 
Zusatz von Kochsaft. 





Prozentuale Abnahme der 


Viskositét nach 1/5 Std. com gebildete CO, 





: Mazeration Mazeration 
Jauer der ———————- a - — 
penn Mazeration in Wasser in Kochsaft 
in in ee | 
Wasser Kochsaft nach nach nach nach 
Std. 1 Std. 4 Std 1 Std. 4 Std. 
0—48—2 5 10,5 0,0 20 | 46 | 31. 7, 
12 20,9 * 2,6 0* ++* 46 8.0 
24 — 49 0 0 3,9 7,3 
0—48—3 5 11,4 0,0 2,1 5,2 3,2 75 
12 20,3 * 2,3 0* 0* 4,3 7.9 
24 — 6,2 0 0 4.6 7,7 
0—48—0 7), 10,8 2.4 2,2 5,2 43 7,2 
1—120—2 TY 14,4 1,4 2,1 4.4 4.9 7,0 


* Diese Zahlen sind die in Tabelle III fiir 13stiindige Mazeration angegebenen Werte, 


Obwohl also der Kochsaft die Entfaltung der proteolytischen 
Kraft wahrend der Mazeration vollstandig oder weitgehend gehemmt 
hat, hat die Garung nicht nur nicht nachgelassen, sondern sie ist gegen- 
iiber der Kontrolle deutlich gesteigert. Diese Steigerung wird natiirlich 
den Aktivatoren im Kochsaft zu verdanken sein. Wie aus Tabelle III 
ersichtlich ist, bewirkt der Zusatz von 0,25 cem Kochsaft zum Géar- 
gemisch bei 0—48—0 und 1—120—2 nach 7'/,stiindiger Mazeration 
auch eine — wenn auch geringere — Steigerung der Garung. 

Die Hemmung der Proteolyse ist nicht auf die ersten Stunden der 
Mazeration beschrankt, sondern dauert bis iiber 24 Stunden fort. 
Auffallend ist, daB die Hefen, welche in Kochsa/t 24 Stunden mazeriert 
sind, Safte ergeben, welche noch sehr gut giren, wihrend Hefen, welche 
in Wasser so lange mazeriert sind, keine girenden Safte mehr ergeben. 
Dies ist ein Beweis fiir die Zerst6rung der Zymase durch die Proteinase 
bei lange fortgesetzter Mazeration. Schon oben haben wir auf das 
Nachlassen der Garung bei langer Mazerationsdauer hingewiesen. In 
diesem Stadium la8t sich auch der Eintritt der Garung durch Zusatz 
von Kochsaft zum Gargemisch nicht mehr verfriihen, wie aus Tabelle III 
ersichtlich ist. Die einzige Wirkung des Kochsaftes in diesem Falle 
ist eine Verlingerung der Dauer der Garung, also eine antiproteolytische 
Wirkung. 

Zum SchlauB méchten wir noch einige Bemerkungen machen tiber die 
von Haehn und Schifferdecker (1. c.) bei der Herstellung ihrer Mazerations- 
safte beobachteten Umstande. Diese Untersucher fanden, da die Nach- 


Q* 
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kriegshefen sich nur sehr schlecht eigneten fiir die Herstellung des Mazera- 
tionssaftes nach der klassischen Lebedewschen Methode. Diese Hefen hatten 
Wiirze mit einem hohen Gehalt an Rohfrucht zu verarbeiten, was einen 
geringeren Gehalt an abgebautem TFiweiB gegeniiber reiner Malzwiirze 
bedingt. Dementsprechend wiesen diese Hefen einen hohen Gehalt an 
proteolytischem Enzym auf. Die Weise, in der die proteolytische Kraft 
im PreBsaft der Hefen festgestellt wurde, war zwar keineswegs genau, 
aber man kann zuniéchst mit Haehn und Schifferdecker annehmen, daB die 
Nachkriegshefen tatséchlich einen erhdhten Proteinasegehalt hatten. 
Es fragt sich aber, ob das Fehlen des Girvermégens gerade dieser Ursache 
zu verdanken sei, wenn auch alkalische Mazeration, welche die Proteolyse 
hemmt, bessere Resultate ergab. Es kommt uns méglich vor, da8 auch in 
diesem Falle eine Verlingerung der Mazerationsdauer tiber 2!/, Stunden 
einen besseren Erfolg erzielt haben kénnte. Auch jetzt werden in der 
,.Brouweri) d’Oranjeboom‘: vielfach Wiirzen mit einem gewissen Roh- 
fruchtgehalt verwendet, was keineswegs verhinderte, daB von uns nach 
verlingerter Mazeration fast immer gute Sifte erhalten wurden, obwohl 
doch durch die langere Mazeration die proteolytische Kraft eben starker wird. 


4, Die Herkunft der antiproteolytischen Wirkung im Kochsaft. 


Die Mazerationssifte, die wir zur Kochsaftbereitung verwendet 
haben, sind in Tabelle III mit ** angegeben. Wenn man die dort 
verzeichneten Werte fiir die Viskositatsabnahme beachtet, so ersieht 
man, daB die Antiprotease nicht in den als Ausgangsmaterial ver- 
wendeten Mazerationssaiften enthalten war, denn diese Safte sind mit 
einer Ausnahme proteolytisch ziemlich aktiv. Weiter zeigen die Ergeb- 
nisse in Tabelle VI, wie die Anwesenheit von Kochsaft bei der Mazeration 
von vier dieser Safte die Proteolyse stark hemmt. Der im Versuch mit 
0—48—0 und 1—120—2 verwendete Kochsaft war hergestellt aus einem 
Mazerationssaft, der durch 7'/,stiindige Mazeration eines Gemisches 
von 0—48—0, 1—120—2 und 1—6—2 erhalten war, also hemmte 
dieser Kochsaft die Proteolyse der Mazerationssifte, aus denen er 
teilweise bereitet war! 

Aus diesen Tatsachen miissen wir den SchluB ziehen, daB die im 
Kochsaft enthaltene Antiprotease bei der Erhitzung des Mazerations- 
saftes neugebildet wird. Etwas derartiges fanden Kluyver und Struyk (3) 
fiir das Coenzym von Meyerhof: eine durch Ultrafiltration von Coenzym 
befreite Zymase konnten sie durch Aufkochen coenzymhaltig machen. 

Es erscheint uns aber fraglich, ob man, wie Kluyver und Struyk getan 
haben, das Coenzym von Meyerhof mit der Antiprotease identifizieren 
darf. Kluyver und Struyk haben weder die proteolytische Kraft ihrer 
Mazerationsséfte, noch die antiproteolytische Wirkung ihrer Schutzsafte! 


bestimmt. Sie wurden von folgenden Versuchen zu ihrer Anschauung 
gefiihrt: Ein durch fortgesetzte Ultrafiltration von allen Aktivatoren 


1 Kochsaft wihrend 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und dadurch 
von Hexosephosphaten befreit (vgl. Haehn und Schifferdecker, 1. c.). 
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befreiter Mazerationssaft, der auch bei Zusatz von Biphosphat unwirksam 
war, konnte durch Zusatz von Biphosphat und Schutzsatt wieder girfahig 
gemacht werden. Der Schutzsaft konnte durch aufgekochten, durch Ultra- 
filtration coenzymfrei gemachten Mazerationssaft ersetzt werden. Man 
darf wohl annehmen, daB diese gekochten ,,Schutzsafte‘‘, ebenso wie unser 
Kochsaft, eine Antiprotease enthielten (vgl. auch Haehn und Schiffer- 
decker, |. c.). Kluwyver und Struyk arbeiteten in diesen Versuchen mit gut 
girenden Mazerationssaften, die nach | Stunde mehr als 1 eem CO, gebildet 
hatten. Nun haben Aluyver und Struyk auch Hefe von der ,,Brouwerij 
d’Oranjeboom‘ 2! 


* verwendet und niemals linger als 2'/, Stunden mazeriert. 
Wie aus Tabelle III hervorgeht, ergeben die meisten Hefemuster, die nach 
21/,stiindiger Mazeration einen gut garenden Saft liefern, Safte mit einer 
geringen proteolytischen Kraft. Es ist natiirlich méglich, daB die Hefe 
der ,,Brouwerij d’Oranjeboom‘* damals, als Kluyver und Struyk ihre Ver- 
suche anstellten, andere Eigenschaften hatte als jetzt, aber es erscheint uns 
fraglich, ob die von Kluyver und Struyk in ihren oben genannten Versuchen 
verwendeten Siafte eine so bedeutends proteolytische Kraft hatten, daB 
beim Fehlen einer Antiprotease die Girung des Saftes véllig unterbunden 
war, wahrend sie im Kontrollversuch innerhalb '/, Stunde schon angefangen 
hatte! 

Nur weitere Untersuchungen, in denen alle diese Punkte beriick- 
sichtigt werden, kénnen die Lésung der Coenzymfrage beim Mazerations- 
saft erbringen, wobei auch die Hulersche Co-Zymase gebiihrend zu 
beriicksichtigen sein wird. 

Man wird sich jetzt fragen, welcher Art denn die Prozesse sind, 
welche das Heraustreten der Zymase herbeifiihren, wenn nicht die 
Proteolyse dafiir maBgebend ist. Etwas Bestimmtes lat sich zur Zeit 
dariiber nicht sagen; eine gewisse Andeutung der Richtung, in der die 
Lésung dieser Frage zu suchen wire, findet sich aber in der Arbeit 
von Beyerinck und van Hest (1). Diese Untersucher machten schon 
im Jahre 1916 die Erfahrung, daB die Unterhefe der ,,Brouwerij 
d’Oranjeboom“ sich bald gut, bald schlecht zur Herstellung des Lebedew- 
schen Mazerationssaftes eignete. Sie fanden, daB je mehr gedffnete 
Zellen die Trockenhefe enthielt, um so besser das Girvermégen des 
Saftes war. Sie sind der Ansicht, daB die Zymase ein hochmolekularer 
Teil des Protoplasmas ist und nicht durch die Zellwand hinaustreten 
kann. Eine Vermehrung der geéffneten Zellen waihrend der Mazeration 
soll jedoch nicht stattfinden, so daB nur die Zahl der geédffneten Zellen 
im Trockenhefepraparat maBgebend fiir die Eigenschaften des Mazera- 
tionssaftes ist. Bei vielen unserer Versuche haben wir jedoch festgestellt, 
daB die Zahl der beschadigten (eckigen oder geéffneten) Zellen wihrend 
der Mazeration zunimmt. Auch war ein EinfluB der Zeit des Auf- 
bewahrens bei 1° auf die Zahl der beschadigten Zellen zu bemerken; 
namentlich die 3 Tage aufbewahrten Muster enthielten ziemlich viele 
eckige oder gedffnete Zellen. Dies letzte ist also in guter Uberein- 
stimmung mit den Beobachtungen von Beyerinck und van Hest, weil 
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die aufbewahrten Hefemuster immer die besten Safte ergaben. Die 
genaue Zahl der beschadigten Zellen 1a8t sich nur schwer feststellen, 
und unsere Beobachtungen sind nur als subjektive Schitzungen zu 
betrachten. Es scheint uns aber méglich, daB die Vernichtung der 
Zellwinde eine Hauptbedingung fiir das Freikommen der Zymase bei 
der Mazeration ist; vielleicht daB cytolytische Enzyme bei diesem 
Vorgang eine Rolle spielen. 

Zum SchluB méchten wir Herrn Prof. Dr. A.J. Kluyver von der 


Technischen Hochschule in Delft unseren besten Dank aussprechen fiir 
seine Anregungen und sein Interesse fiir diese Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 

1. Verschiedene Faktoren, welche auf die Garkraft der zellfreien 
Lebedewschen Hefemazerationssafte EinfluB iiben, wurden untersucht. 

2. Als EinfluB der Vorbehandlung der Hefen (untergarige Bierhefe) 
wurde festgestellt, daB Aufbewahrung der gepreBten Hefemuster bei 1° C 
waihrend 24 oder 48 Stunden im allgemeinen besser girende Safte gibt 
als die gleich nach dem Abpressen getrockneten Muster. 

3. Die Dauer der Mazeration hat einen sehr groBen EinfluB auf die 
Garkraft der Safte. 

4. Kin KinfluB von proteolytischen Kraften wahrend der Maze- 
ration konnte nicht festgestellt werden, nur die Vernichtung der Zymase 
bei sehr lange fortgesetzter Mazeration muB der Einwirkung proteolyti- 
scher Enzyme zugeschrieben werden. 

5. Durch Zufiigung von Kochsaft erzielt man im allgemeinen eine 
schnellere Angaérung, gréBere Gargeschwindigkeit und héheren Ver- 
garungsgrad. 

6. Der Kochsaft iibt eine sehr starke antiproteolytische Wirkung 
aus, welche Eigenschaft durch das Kochen neugebildet wird. 
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Gen. Physiol. 5, 353, 1923. 10) A. P. Struyk, Diss. Delft 1928. 
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Eine neua Reaktion zum Nachweis 
und zur kolorimetrischen Bestimmung des Vitamins A. 


Von 
Eugen Rosenthal und Johann Erdélyi. 


(Budapest. ) 
(Eingegangen am 11. Oktober 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Seit der Mitteilung von Carr und Price! beschaftigte sich eine 
Xeihe von Autoren mit der SbCl,-Reaktion des Vitamin A*. Die Farbe 
der Reaktion ist nicht bestandig, die anfangs blaue Lésung wird recht 
rasch violett und schlieBlich rot®. Ein anderer Nachteil der Reaktion 
besteht in dem Umstand, da dieselbe nicht ausschlieBlich fiir das 
Vitamin A charakteristisch ist, sondern auch durch die verwandten 
Carotinoide gegeben wird*. Neuere Reaktionen erfiillten nicht die an 
sie gekniipften Hoffnungen 5. 

Durch diese Griinde sahen wir uns veranlaBt, eine neue Reaktion 
auszuarbeiten, welche fiir das Vitamin A charakteristisch ist und auch 
eine Wertbestimmung erméglicht: wird das Vitamin A enthaltende Ol 


1 Biochem. J. 20, 297; Chem. Centralbl. 1926, II, 2851. 

2 J. of biol. Chem. 87, 139; Chem. Centralb. 1930, I1, 1390; diese Zeitsehr. 
212, 66; Chem. Centralbl. 1930, LI, 83; Biochem. J. 25, 1316; Chem. Central- 
blatt 19381, II, 3626; J. of biol. Chem. 89%, 421 u. 589; Chem. Centralbl. 
1931, I, 3139; J. Amer. Pharm. Ass. 21, 1142; Chem. Centralbl. 1933, I, 
453: Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam, Proc. 35, 1047 u. 1339; Chem. 
Centralbl. 1933, I, 3211; Pharm. Ztg. 78, 433; Chem. Centralbl. 1933, I, 
1702. 

3 Pharm. J. 118, 752; Chem. Centralbl. 1927, IT. 1288. J. Amer. Pharm. 
Ass. 18, 357: Chem. Centralbl. 19380, II, 1105. 

4 Arkiv fér Kemi, Mineralogi, Abt. B, 10, Nr. 3; Chem. Centralbl. 
1929, I, 1018, 1590; J. Soe. Chem. Ind. 48, Transact. 316; Chem. Centralbl. 
1930, I, 1639. 

5 Biochem. J. 19, 888; Chem. Centralbl. 1926, I, 2718: Biochem. J. 
20, 1292; Chem. Centralbl. 1927, I, 2211; Biochem. J. 20, 1342; Chem. 
Centralbl. 1927. 1, 2227; Biochem. J. 20, 869; Chem. Centralbl. 1927, I, 997: 
Nature, London 128, 495; Chem. Centralbl. 1931, II, 3626; Nature, London 
131, 369; Chem. Centralbl. 1933, I, 2968; Chem. Weekbl. 28, 694; Chem. 
Centralbl. 1982, I, 848; Biochem. J. 25, 71; Chem. Centralbl. 1931, Il, 722; 
Biochem. J. 25, 1346; Chem. Centralbl. 1931, I]. 3626; Nature, London 
131, 364; Chem. Centralbl. 1983, I, 2968. 
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mit Brenzcatechin und SbCl, (beide in Chloroform gelést) erwarmt, so 
wird die anfangs blaue Flissigkeit recht bald violettrot. Zur Aus- 
fiihrung der Reaktion sind notwendig: 

1. Alkoholfreies, absolutes Chloroform (niedrigere Alkohole und 
Wasser hemmen die Reaktion). 

2. 0,5 %ige Lésung von Brenzcatechin in Chloroform (0,5 g Brenz- 
catechin in 100 ccm Chloroform). 

3. Kaltgesittigte Lésung von SbCl, in Chloroform (Reagens von 
Carr- Price). 


Die Reaktion wird ausgefiihrt, indem zunaichst das zu _ unter- 
suchende ©] mit Chloroform verdiinnt wird; dieser Lisung (1 bis 2 ccm) 
werden 1 ccm der Brenzcatechinlésung und 2 bis 3ccm der SbCl,- 
Lésung hinzugefiigt, das Gemisch wird im Reagensrohr sogleich auf 
die Dauer von 1 bis 2 Minuten in ein Wasserbad von 60° C gestellt: 
die zu Anfang entstandene blaue Farbe geht wahrend der Erwirmung 
in einen intensiven violettroten Farbton tiber. Kalt entsteht diese 
Reaktion nicht: die Lésung macht dieselben Farbeniiberginge durch 
wie ohne Brenzcatechin. Das nachtragliche Erwairmen der kalt ver- 
anderten Lésung fiihrt nicht mehr zur violett-roten Farbenreaktion. 

Bei der spektroskopischen Untersuchung des roten Farbstoffes 
sind charakteristische Absorptionsbanden zu erkennen: wir beobachteten 
vier Streifen, die Stellen von den zwei mehr ausgesprochenen Banden 
haben wir mit dem Gitterspektroskop gemessen: 

1. Band: ein breiter, an den Raéndern unscharfer Streifen an der Grenze 


von Gelb und Griin; Schwerpunkt 552 mu. 
2. Band: schmaler, mehr deutlicher Streifen zwischen Griin und Blau; 


Schwerpunkt 476 mu. 

AuBer diesen war je ein blasser Streifen im Blau und im Violett 
zu beobachten. 

Die mit Quarzlicht bestrahlte -—- inaktivierte — Lésung von 
Vitamin A gab nicht die Reaktion: die Lésung ist im ersten Moment 
rosafarbig, wird dann rotbraun mit einem blauen Stich. 

Nach Réntgenbestrahlung der Vitamin A enthaltenden Lésung 
kommt die Reaktion ebenfalls nicht zustande: die Lésung ist zuerst 
rot, dann sogleich rotbraun. 

Es ist bekannt, daB die Reaktion von Carr und Price nicht nur 
vom Vitamin A, sondern auch von den Carotinoiden gegeben wird. 
Es war somit wichtig, unsere Reaktion auch in dieser Richtung zu 
untersuchen. Dies erméglichte uns das Entgegenkommen des Herrn 
Professor L. Zechmeister (Chemisches Institut Pécs), der uns in dankens- 
werter Weise Carotin, Lycopin, Zeaxanthin, Capsanthin und Physalien 
zur Verfiigung stellte. Diese Carotinoide geben die Reaktion nicht, sie 
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behalten die urspriingliche blaue Farbe der Carr-Priceschen Reaktion, 
die violettrote Farbe entsteht auch nach dem Erwarmen nicht. \Veitere 
Carotinoide standen uns nicht zur Verfiigung. Unsere Reaktion er- 
moglicht somit die Unterscheidung des Vitamin A vom Carotin. Durch 
diese Reaktion ist Vitamin A neben Carotin nachweisbar: die rote 
Farbe des Vitamin A fiihrt mit dem Blau des Carotins zu einer lebhaft 
violetten Farbe. 

Die mit Ergosterin ausgefiihrte Reaktion ergibt einen Farben- 
iibergang in umgekehrter Richtung: die Lésung ist zunachst rosafarbig 
und wird langsam blau. Diese Reaktion geht auch ohne Brenzcatechin 
vor sich, wird aber durch dasselbe wesentlich beschleunigt. Erwarmen 
fordert hier nicht die Reaktion, ist sogar schidlich: erwirmt wird die 
Lésung griin, aber abgekiihlt kommt wieder die blaue Farbe zum 
Vorschein. Bestrahltes Ergosterin (Vitamin D, Vigantol6l) gibt keine 
Farbenreaktion. Die blaue Farbe der Ergosterinreaktion zeigt im 
Spektroskop ein Absorptionsband zwischen Gelb und Griin mit einem 
Maximum bei 595 mu, auBerdem war etwa von 610 my in der Richtung 
zur roten Farbe eine an Intensitaét zunehmende Absorption zu beob- 
achten. 

Die Brenzcatechinreaktion des Vitamin A eignet sich auch fir 
quantitative Bestimmungen. Die Intensitaét der violettroten Farbe 
geht unter bestimmten Bedingungen mit der Konzentration des 
Vitamin A parallel und ist somit kolorimetrisch meBbar. Die Farbe 
ist tibereinstimmend mit der Farbe einer verdiinnten KMnQ,-Lésung: 
als Vergleichslésung bewahrte sich am besten eine 0,01 %,ige KMn0O,- 
Lésung. Von dem das Vitamin A enthaltenden 61 wurde zuniichst 
eine Chloroformlésung von bestimmter Verdiinnung hergestellt. Von 
dieser Lésung bringen wir 1 ccm in ein Reagensrohr, nehmen wir aber 
weniger, so wird diese Lésung mit Chloroform stets genau auf 1 ccm 
erganzt. Nun werden 1 ccm von der Brenzcatechinlésung, 3 cem von 
der SbCl,-Lésung zugefiigt und das Reagensrohr wird in das Wasserbad 
von 60°C gestellt. Die nun violettrot gewordene Lésung wird im 
Kolorimeter genau auf die Farbe der KMnQ, eingestellt. 

Die richtige Ausfiihrung der Bestimmung hingt ab: 

1. Von der Dauer des Erwirmens; wird zu kurz erwirmt, so be- 
kommen wir eine rote Farbe mit einem blauen Stich, dauerte aber die 
Erwairmung zu lange, so wird die Lésung ziegelrot. 

2. Von der Konzentration der Brenzcatechinlésung; die Farbe 
ist verschieden, wenn die Lésung mehr oder weniger als 0,5°, Brenz- 
catechin enthalt. Bei mehr verdiinnten Lésungen ist die Farbe rétlich- 
blau, bei héherer Konzentration braun. Die Brenzcatechinlésung ist 
stets frisch zu bereiten, da iiber 24 Stunden fertigstehende Lésungen 
eine etwas blauliche Farbe liefern. 
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Vom Lebertrané] nehmen wir 0,1 bis 0,5 ccm; die violettrote 
Farbe entsteht bereits nach einer Erwairmung durch 10 bis 15 Sekunden. 
Die Bestimmung soll woméglich rasch ausgefiihrt werden, denn es 
entsteht bald eine braune Farbe; dies hangt vermutlich mit einer 
Verharzung des Oles zusammen, es soll daher die Bestimmung mit 
héchstens 0,5 cem Ol ausgefiihrt werden. 

Von den Vitamin A-Konzentraten — wir untersuchten das Essogen 
und das Vogan wurden verdiinnte Lésungen mit Chloroform an- 
gefertigt; bei diesen betrug die Dauer der Erwarmung | bis 2 Minuten. 
Da diese Lésungen in viel héheren Verdiinnungen untersucht wurden, 
und somit nur sehr wenig 61 enthielten, behalten sie ihre Farbe viel 
langer, durch 5 bis 10 Minuten, zuweilen aber auch langer. 

Wir wollen nun das Ergebnis einiger Messungen vorfiihren: 

1. Lebertranél; der Vergleichstrog des Duboscq-Kolorimeters steht 
immer am Skalenteil 10: 
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a rb. 2. 0,5 cem Vogan auf 10 cem verdiinnt: 
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3. 0,l cem Essogen auf 10 cem verdiinnt : 


























mit 0,1 cem Lésung: gemessener Skalenteil: 30,0 
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J 2K eR 4) Es ist aus diesen Messungen ersichtlich, dah 

cm! "einer zwei-, drei-, vier-, fiinfmal gréBeren Menge 

Abb. 1. des Vitamin A ein zwei-, drei-, vier-, fiinfmal kleinerer 


Skalenteil entspricht: die Farbenintensitat ist also 
eine lineare Funktion der Konzentration. Der Vergleich dieser zeigt 
somit, daB das Vogan 36mal, das Essogen 60mal mehr Vitamin A 
enthalt als das von uns untersuchte Lebertrandl. 

Versuchsweise hatten wir die Absorption unserer Farblésungen auch 
lichtelektrisch gemessen. Es wurde hierbei ein Trog von 2,9 mm Durch- 
messer benutzt. Der maximale Photostrom betrug 83,5 .10-7Amp. Zu 
unseren Versuchen benutzten wir 0,1 bis 1,0 cem des 20fach verdiinnten 
Vogans. Das Ergebnis der Messung zeigt die folgende Tabelle und Kurve. 
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Lichtelektrischer 


Lés in ce . - 
a oom Strom 10-7 Amp. 


Absorption: 83,5/.Y 


0,1 47,5 1,8 
0,2 39,5 2,1 
0,3 28,5 2,9 
0,4 22.5 iy 
0,5 18,0 4,6 
0,6 13,5 6,2 
0,7 10,5 7,9 
0,8 7,0 11,8 
0,9 5,5 15,2 
1,0 2,5 33,4 


Die spektrophotometrische Untersuchung des Farbstoffes ist im 
Gange. Das Verhaltnis dieser Messungen zur biologischen Wirksamkeit 
der untersuchten Substanzen ist weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


Zusammenfassung. 
Die beschriebene Brenzcatechinreaktion bedeutet in zwei Richtun- 
gen einen Fortschritt: 
1. Die neue Farbenreaktion ermdéglicht eine Unterscheidung des 
Vitamin A von den untersuchten Carotinoiden. 
2. Die violettrote, der verdiinnten KMnO,-Lésung ahnliche Farbe 
ist bestandiger als die blaue Farbe der Carr-Priceschen Reaktion. 


Nachtrag bei der Korrektur. Wir hatten inzwischen Gelegenheit, 
die soeben beschriebene Farbenreaktion mit einem hochgereinigten 
bis auf 60 bis 80°% reinem — Vitamin A-Praparat auszufiihren, welches 
uns durch Herrn Prof. P. Karrer-Ziirich in dankenswerter Weise iiber- 
lassen wurde; wir erhielten mit demselben die gleiche Farbenreaktion 
wie mit dem von uns untersuchten Lebertranél, Vogan und Essogen. 











line titrimetrische Mikromethode zur Bestimmung des Kaliums'. 


Von 
L. Jendrassik und J. Szél. 
(Aus der medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitat, Pées, Ungarn.) 
(Eingegangen am 12. Oktober 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage der Mikrokaliumbestimmung ist bis heute noch nicht 
endgiiltig gelést. Die titrimetrische Methode von Kramer und Tisdall 
wurde sofort nach ihrer Veréffentlichung von vielen angewendet, nicht 
viel spaiter aber sind auch ihre Maingel bekannt geworden. Die Literatur 
der letzteren Jahre bringt eine ganze Reihe neuerer Verfahren in Vor- 
schlag, deren gréBerer ‘leil sich auch auf die Fallung als Hexanitro- 
kobaltiat griindet. Unter diesen sind die meisten kolorimetrischer Art 
und verwenden die mannigfaltigen Farbreaktionen des Kobalts und 
der salpetrigen Saure. Beziiglich Verbesserung der titrimetrischen 
Kobaltnitritmethode finden wir nur sparliche Vorschlige [(2) bis (6)]. 


Die hier mitzuteilende Titriermethode ist auf Erkennung und Benutzung 
der folgenden Méglichkeiten aufgebaut: 

1. Wird das Reagens de Konincks nicht im voraus hergestellt, sondern 
werden seine Bestandteile [NaNO,, CO(NO,).. Essigséiure] einzeln zu der 
zu untersuchenden Lésung gefiigt, so entsteht der Niederschlag quantitativ 
in der Zusammensetzung K,Na[CO(NO,),] nicht nur in Makrokonzentra- 
tionen (wie dies Wassilieff und Matwejef gefunden haben), sondern auch 
unter Mikroverhaltnissen. 

2. Der Niederschlag haftet gut an Asbest, ist daher durch Filtrieren 
gut isolierbar. 

3. Wir finden, daB konzentrierte Schwefelséure den Niederschlag schon 
bei gewohnlicher Temperatur augenblicklich lést, wobei sich die salpetrige 
Saure zu Nitrosylschwefelséure verbindet. 

4. Der Uberschu8 des zur Oxydation verwandten Permanganats 1a6t 
sich jodometrisch scharf titrieren. 


1 Das vorliegende Verfahren wurde auf der ersten Tagung der un- 
garischen Physiologischen Gesellschaft (Tihany, 10. und 11. April 1931) 
bereits vorgefiihrt (vgl. 8). 
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Das Prinzip des Verfahrens ergibt sich aus dem oben Gesagten. 
Das Kalium wird in Form von K,Na[Co(NO,).] gefailt, dieses auf 
Asbestfilter aufgefangen, in Schwefelsiure gelést, und sein Gehalt 
an salpetriger Saure durch iiberschiissiges Kaliumpermanganat oxydiert. 
Mit dem Uberschu8 des Permanganats wird Jod frei gemacht und 
dieses mit Thiosulfat titriert. Der Gehalt an Kalium ist der verbrauchten 
Permanganatmenge (und der entsprechenden Thiosulfatmenge) pro- 
portional. 


Lésungen (alle analysenrein): 1. Natriumnitrit, 50°%,. 2. Kobaltonitrat, 
krist., 25°,. 3. Essigsiure, konz. 4. Schwefelsiure, konz. 5. Schwefelsaure, 
50°, (Saure und Wasser 1:1). 6. Kaliumpermanganat, n/50. 7. Kalium- 
jodid, 10%. 8. Lésliche Starke, 1 °.. 9. Natriumthiosulfat,n/50. 10. Natrium- 
hydroxyd, etwa n (4°,). 


Verfahren. 


Die zu untersuchende Lésung wird in kleine Jenaer Philips- oder Koch- 
becher abgemessen, dazu fiigt man den gleichen Volumenteil NaNO, und 
1/, Volumen Co(NO3), und !/,, Volumen Essigséure. Es ist vorteilhaft, 
1 bis 4ccm Kaliumlésung zu bearbeiten, bei einer Konzentration von 
n/200 bis n/20 Kalium. Vor Bearbeitung werden 
die Proben bei Zimmertemperatur 5 bis 24 Stunden 
stehengelassen. 

Zur Filtration mu8 der Filter entsprechend 
Abb. 1 angeordnet werden. In einem kiirzeren, 
dem Allihnschen ahnlichen Trichter (Lange etwa 
40 bis 50 mm, Durchmesser 15 bis 17mm) wird 2”Asmpe 
eine dicht perforierte Siebplatte (am besten kleiner 
glaserner Knopf mit Bohrungen) gelegt. Der 
Trichter wird durch Vermittlung eines Gummi- 
stopfens an eine Saugflasche angesetzt (s. Ab- 
bildung) und bei arbeitender Wasserstrahlpumpe 
mit einer Asbestschicht von etwa 3 mm versehen, 
welche vor dem Gebrauch mit angesaéiuertem, 
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frischem (etwa n/500) Permanganat und reichlich \ 
Wasser zu séubern ist. 
Nun wird der Inhalt des Fallungsbechers Abb. 1. 


unter gelindem Saugen auf den Asbest iibertragen 

und der Filter samt Niederschlag (vom Becher aus) in mehreren Por- 
tionen mit etwa 30ccm Wasser nachgewaschen. Nachher wird der 
im Gefaé8 zuriickgebliebene, an den Wandungen haftende Niederschlag 
durch Zugabe von 3ccem konz. Schwefelséure gelést. Dann wird eine 
trockene Eprouvette unter den Trichter in die Saugflasche gehingt, und 
zwar indem man den umschlingenden Faden unter den Stopfen zwiangt 
(s. Abbildung 1). Die Schwefelsaure wird in zwei Portionen in den Trichter 
iibertragen und unter starkem Saugen in die Eprouvette iibergefiihrt, 
wonach Asbest und Trichter noch dreimal mit je 0,5 bis 0,8 cem 50° .iger 
Schwefelsaure sorgfailtig nachgewaschen werden. Nun wird in das Fallungs- 
gefaB 5 bis 15cem n/50 KMn0O, pipettiert (es miissen davon wenigstens 
2cem im UberschuB8 bleiben!), 10 bis 20 cem eisgekiihltes Wasser dazu- 
gegossen, und der Inhalt der Eprouvette in dieses iibertragen und durch 











126 L. Jendrassik u. J. Szél: 


Hin- und ZuriickgieBen vermischt. Die Eprouvette wird durch einige 
Kubikzentimeter Wasser nachgewaschen. Nach 3 bis 5 Minuten wird im 
UberschuB KJ (8 bis 15 Tropfen) zugefiigt, sodann nach erfolgter Jod- 
ausscheidung 5 bis 10 Tropfen Starkelésung. SchlieBlich wird mit Thio- 
sulfat aus einer Mikrobiirette bis zum Verschwinden der Farbe titriert. 

Nach dem Gebrauch mu das Filter mit Wasser, sodann mit etwa 
n NaOH, und wieder mit Wasser ausgewaschen werden, damit es zur 
Aufnahme einer folgenden Probe brauchbar wird. Eine einmal hergestellte 
Asbestschicht ist fast unbegrenzt haltbar. 

Zur Berechnung der Ergebnisse ist die Ausftihrung einer Leerbestimmung 
(bzw. Mittel aus zwei Bestimmungen) nétig. Hierzu filtriert man dieselben 
Schwefelsiuremengen durch den gereinigten Filter in eine Eprouvette, 
iibertragt in dieselbe Menge Permanganat, als fiir die Oxydation der Nieder- 
schlage verwandt wurde, und titriert jodometrisch auf dieselbe Weise. 
(Mit filtrierter Schwefelséure ist das Ergebnis gewohnlich um 0,1 bis 0,2 eem 
niedriger als mit unfiltrierter.) 

Die Differenz zwischen Bestimmung und Leerbestimmung gestattet 
die Errechnung des Ergebnisses. Wie aus der Formel des Niederschlags 
folgt, entspricht 1 cem n/50 Thiosulfatlésung 0,1303 mg Kalium. 

Z.B. 2cem Lésung wurden untersucht. ‘Titrationswert des Nieder- 
schlags 2,63 ccm, der der Leerbestimmung 9,78 ccm. Unterschied: 9,78 

2,63 7,15ceem. Dies entspricht 7,15 . 0,13 0,93 mg, also 46,5 mg-°, 


Kalium. 
Der mittlere Fehler der Methode liegt unter + 1°,. 


Beispiele. 


Bestimmungen an n/100 KCl (39,1 mg-°, K). 0,985 cem n/100 KCl 
(0,385 mg K): 
gefunden: 0,392 mg K = 39,7 mg-%% 
0,384 ,, K=39,0 ,, 
Mittel: 0,388 mg K = 39,35 mg-°, 

2,00 com n/100 KCL (0,732 mg K): 0,769, 0,762, 0,780, 0,771, 0,778, 
0,730, 0,760, 0,793, 0,780, 0,780, 0,785, 0,784, 0,760, 0,759, 0,781, 0,787, 
0,831, 0,793, 0,781 mg K. Mittel: 0,780mg K = 39,0 mg-°%. Hieraus 
ergibt sich der mittlere Fehler (nach der Formel der kleinsten Quadrate 
berechnet) zu + 0,4°, des Gesamtwertes. . 

3,99 com n/100 KCl (1,56 mg K): 

gefunden: 1,56mg K = 39,1 mg-°5. 
5,00 com n/100 KCI (1,955 mg K): 
gefunden: 1,98 mg K = 39,6 mg-% 
B00. 53? Th AO ys 
|S: Sean Ge | Tee 


Mittel : 1,985 mg K = 39,7 mg-°%% 


Bemerkungen. 


Die oben angegebene Vorschrift des Verfahrens entstand auf Grund 
einer genauen Erprobung des Einflusses der verschiedenen Faktoren und 


Variationen der Bearbeitung auf das Resultat, deren Einzelheiten wir 


hier der Kiirze halber nicht wiedergeben wollen. Bei Verwendung einer 
kleineren Nitritmenge erhilt man kleinere Ergebnisse, als zu erwarten 
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ware, aller Wahrscheinlichkeit nach dadurch, daB der Niederschlag zum 
Teil der Formel K,Co(NQO,), entsprechend auftritt. Die Schwefelséure 
nimmt den Niederschlag quantitativ auf, aus ihr entweichen keine wesent- 
lichen Mengen Stickoxyde, und das Permanganat oxydiert sie véllig. Eine 
Selbstreduktion des Permanganats tritt dabei in merkbarem Grade 
nicht auf. 

Tischer verwendet in seiner kolorimetrischen Methode, welche erst 
nach der Demonstration der unserigen erschienen ist (10), Porzellanfilter- 
tiegel. Unserer Erfahrung nach entspricht der Asbest zu diesen Zwecken 
vollig, und unsere Filtrieranordnung ist auch handlicher. 

Unser Verfahren ist fiir Blut und K6rperséfte nicht ohne weiteres 
anzuwenden, weil am Trichter oxydable Substanzen anhaften, welche sowohl 
Nitrosylschwefelséure, wie Permanganat verbrauchen kénnen. Die Methode 
ist daher nur nach v6lliger Veraschung und Entfernung all solcher Sub- 
stanzen durchfiihrbar. 


Zusammenfassung. 


In reinen Lésungen kénnen Mikromengen von Kalium mit ent- 
sprechender Genauigkeit bestimmt werden, indem man die Komponenten 
des de Koninck-Reagens (Nitrit. Kobaltsalz und Essigséiure) der Lésung 
einzeln zufiigt, den Niederschlag auf dem Asbestfilter trennt, in konzen- 
trierter Schwefelsaure lést, sodann durch Permanganat oxydiert und 
dessen Uberschu8 jodometrisch zuriicktitriert. 
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Verteilung und Umwandlung 
des Athylalkohols im Organismus des Hundes. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 13. Oktober 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen itiber die Umwandlung des Alkohols unter ver- 
schiedenen Verhaltnissen kénnen nicht immer mit dem Menschen als 
Versuchsobjekt ausgefiihrt werden. So bin ich beim Studium des 
Einflusses der Nahrungsbestandteile auf den Alkoholgehalt des Blutes 
vielfach genétigt gewesen, die Untersuchungen an Hunden auszufihren, 
da die Stoffe, deren Wirkung studiert werden sollte, allzu widerlich 
und in gewissen Fallen allzu giftig gewesen sind, um von Versuchs- 
personen verzehrt zu werden. 

Die Anwendung der hierbei gewonnenen Resultate auf den mensch- 
lichen Organismus beruht in wesentlichem Grade darauf, in welcher 
Ausdehnung die Verteilung und Umwandlung des Alkohols im 
Hundeorganismus mit der friiher am Menschen beobachteten tiber- 
einstimmt. 

Ich habe daher an niichternen Hunden eine Serie von Bestimmungen 
ausgefiihrt, die den von mir friiher am Menschen! ausgefihrten 
analog sind. 

Die Versuche, die in einigen Punkten von den friher von Mellanby? 
mitgeteilten abweichen, haben gezeigt, daB die von mir friher fiir den 
Menschen aufgestellte Formel fiir die Beziehung zwischen der ein- 
genommenen Alkoholmenge und der Konzentration im Blute nach der 


1 Les lois cardinales de la distribution et du métabolisme de l’alcoo! 
éthylique dans l’organisme humain. Kungl. Fysiografiska Sallskapets 
Handlingar N. F. 41, Nr. 9. 

2 Medical Research Committee, Special Report Series 1919, N. 31. 
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Resorption auch fiir Hunde Giiltigkeit besitzt. Die in Rede stehende 
Formel hat folgendes Aussehen: 


A = pr (c, + Bt), 


worin A = die eingenommene Alkoholmenge in Gramm, p = das 
Korpergewicht in Kilogramm, c¢, = die Konzentration im Blute zur 
Zeit t in Promille (mg/1000 mg Blut), t = die Zeit seit Beginn der 
Konsumption in Minuten. 

r ist der individuelle Faktor, mit dem das Kérpergewicht zu 
reduzieren ist, damit man die gedachte Kérpermasse erhalt, die iiberall 
die gleiche Alkoholkonzentration wie das Blut aufweist. Das Produkt pr 
wird im folgenden ,,die reduzierte Kérpermasse“ genannt. 

fp ist die Konstante, die die Geschwindigkeit angibt, mit der der 
Alkoholgehalt im Blute wahrend der postresorptiven Periode sinkt, 
und wird in Promille/Minute ausgedriickt. 

Von den drei individuellen Konstanten p, r und / wird die erste durch 
Wagen unmittelbar vor jedem Versuch bestimmt. Die beiden iibrigen 
werden durch Berechnung der Alkoholkurve von einem Versuch mit dem 
niichternen Hund festgestellt. Hierbei wird mit Hilfe der Methode der 
kleinsten Quadrate eine Gerade 
durch die Analysenpunkte der post- 
resorptiven Periode gelegt, wobei 
Pp direkt bei der Bestimmung der 
Geraden erhalten wird. Aus dem 
Wert c, (der extrapolierte Wert fiir 
die Konzentration bei t = 0) wird r 
nach der Formel 


%o 
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Abb. 1. 


erhalten. 

In bezug auf weitere Einzelheiten 
bei diesen Berechnungen wird aut 
die friiher zitierte Arbeit verwiesen. 

Zu den Versuchen wurden sechs Hunde verwendet, die ihre letzte 
Mahlzeit wenigstens 16 Stunden vor Beginn des Versuchs erhalten hatten. 
Der Alkohol wurde mit einer Magensonde, auf ein Volumen von 200 cem 
verdiinnt, verabreicht. Es wurde sorgfaltig darauf geachtet, daB die Tiere 
nicht durch Erbrechen etwas von dem eingegebenen Alkohol verloren. 
Als Beispiel fiir einen derartigen Versuch wird Nr. 71 mitgeteilt (hierzu Abb. 1). 


Versuch 71. 


Der Hund Beno, oc, 25,5 kg schwer, bekam auf niichternen Magen 
am 29. Mai 1933 um 10540’ 23,7 g Alkohol + etwa 200 ccm Wasser, ent- 
sprechend 0,93 g Alkohol pro Kilogramm K6érpergewicht. 


Gs = 324 p 0,0018 
r 0,76 p.?r 19,25 


Samtliche Bestimmungen der Konstanten der sechs Hunde sind 
in den Tabellen I bis VI zusammengestellt. 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 9 
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Tabelle I. 
Ada, @. 
Versuch Datum we - 6 B r p pr 
1 17. XI. 1982 0,92 0,0029 0,77 7,5 5,8 
Tabelle II. 
Ano, o&. 
Versuch Datum ae g p r p pr 
4 22. XI. 1932 0,94 0,0023 0,71 10,0 41 
34 10. IL. 1983 1,77 0,0027 0,75 8,9 6,7 
35 13. If. 1933 0,92 0,0020 0.81 8.6 7,0 
Tabelle ILI. 
Beda, @. 

Versuch | Datum — 6 B r p pr 
40 27. II. 1933 0,71 0,0023 0,71 11,2 8,0 
42 8. III. 1933 0,70 0,0927 0,72 11,8 8.5 
44 9. III. 1933 0,68 0,0021 0,69 11,6 8,0 

Tabelle IV. 
Ceda, @. 
Versuch Datum py he g | B r p pr 
5 24. XI. 1932 1,07 0,00388 0,73 13,2 9,6 
19 4. I. 1933 0,60 0,0031 0,76 13,2 10,0 
Tabelle V. 
Ceno, o. 

Versuch Datum M ee & B r p pr 
10 5. XII. 1932 0,90 | 0,0016 0,76 18,2 13,8 
37 17. If. 1933 0,86 | 0,0020 0,71 18,4 13,1 
78 | 9. VI. 1933 0,84 |:0,0015 = 0,77 18,7 14,4 
85 2. IX. 1933 0,21 0,0012 0,70 18,9 13,2 

Tabelle VI. 
Beno, <. 

Versuch Datum eee 8 B r p pr 
62 9. V. 1933 1,93 0,0026 0,78 24.6 19,3 
71 | 29. V. 1933 0,93 0.0018 0,76 25.5 19/3 
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Aus den Tabellen geht, wie schon friiher aus Mellanbys Versuchen, 
hervor, daB die Ausbreitung und Umwandlung im Hundeorganismus 
nach den gleichen Gesetzen vonstatten geht wie im menschlichen 
Organismus. Durch die Bestimmung der Konstanten wird eine exakt 
quantitative Abschatzung dieser erhalten, und es ist von Interesse 
festzustellen, daB diese Konstanten, natiirlich mit Ausnahme von p, 
praktisch genommen die gleiche GréBenordnung wie beim Menschen 
haben, fiir den wir friiher durch Bestimmung einer groBen Anzahl 
von Fallen folgende Werte gefunden haben. 


Manner: r = 0,68 + 0,085; 6 = 0,0025 + 0,00056 
Frauen: r = 0,55 + 0,055; B = 0,0026 + 0,00037 


Im allgemeinen hat r, wie aus den Tabellen hervorgeht, bei 
Hunden einen etwas héheren Wert als bei Menschen, was bedeutet, 
daB der Alkohol im Organismus dieser Tiere etwas gleichmaBiger 
verteilt ist. 

Diese Versuche kénnten als eine tiberfliissige Wiederholung von 
Mellanbys bereits veréffentlichten betrachtet werden. Indessen besteht 
der folgende prinzipielle Unterschied zwischen der Beurteilung der 
Versuchsresultate durch den Verfasser und durch Mellanby. Mellanby 
beurteilt den Effekt der Einnahme des Alkohols unter variierenden 
Verhaltnissen nach dem Wert der mazximalen Alkohoikonzentration, 
die im Verlauf des Versuchs beobachtet wird, ein Maximum, das eine 
Funktion von sowohl Resorptionsgeschwindigkeit, Umwandlungs- 
geschwindigkeit und Verteilung des Alkohols im Organismus ist. Indem 
ausschlieBlich auf die Alkoholwerte wihrend der postresorptiven 
Periode Riicksicht genommen wird, eliminiert Verfasser den EinfluB 
der Resorptionsgeschwindigkeit. Durch die Bestimmung von r wird 
sowohl der Einflu8 der Resorptions- wie der Umwandlungsgeschwindig- 
keit eliminiert, und man bekommt einen eindeutigen Wert fiir die 
Verteilung des Alkohols im Organismus. Durch diese Betrachtungs- 
weise wird eine exaktere Beurteilung der Verteilung des Alkohols bei 
verschiedenen Tieren erhalten. In der Tabelle VII habe ich die Mittel- 
werte fiir das Kérpergewicht und fiir r bei den verschiedenen Tieren 
verglichen. 

Tabelle VII. 





p r 
Ada. een 883 7,5 0,77 
pO SN ig Seay a eae 9,2 0,76 
Rb aera tole 6 11,5 0.71 
WN ots hrs} 13,2 0,75 
OPE oe ys te 18,4 0,75 
Bees. Cate OL ih 25,0 0,77 


g* 
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Aus den Zahlen kann kein Zusammenhang zwischen Kérpergewicht 
und Verteilung des Alkohols im Organismus herausgelesen werden. 
Die kleinen Hunde haben keine relativ weniger reduzierte Kérpermasse 
als die gréBeren. Mellanbys Beobachtung ,,Comparing a large and a 
small dog, of both receive an amount of alcohol proportional to their 
body weight, the blood of the smaller dog contains at its maximum a 
relatively larger amount of alcohol in unit volume“ (1. ¢. 8.12) kann 
also nicht auf einem Unterschied in der Verteilung des Alkohols beruhen. 
Der SchluBsatz muB auf gelegentlichen Unterschieden in der Resorptions- 
geschwindigkeit beruhen und vielleicht in geringerem Grade auf der 
Umwandlungsgeschwindigkeit bei den verschiedenen Versuchstieren. 

Eine ahnliche Betrachtungsweise kann auch in bezug auf den 
Kffekt des Volumens der eingegebenen Alkohollésung angewendet 
werden. Mellanby findet, daB verdiinnter Alkohol sowohl ein héheres 
Maximum wie niedrigere Werte wahrend der postresorptiven Periode 
gibt als konzentrierterer. Die Volumen der schwachen Alkohollésungen 
(800 bis 1200 ccm fiir Hunde von 10 bis 15 kg Koérpergewicht) sind so 
exzessiv, daB sie fiir den Menschen keine praktische Bedeutung haben 
(sie entsprechen 4 bis 8 Liter fiir einen Mann von 70 kg Gewicht, ein- 
genommen im Laufe von 3 bis 4 Minuten). Die Ursache der Abnahme 
ist vollkommen erklarlich, da man, wie Mellanby auch andeutet, teils 
darauf Riicksicht nehmen mu8B, daB diese groBen Fliissigkeitsmengen 
langere Zeit fiir ihre Resorption erfordern miissen, teils darauf, dab 
diese Flissigkeitsmenge die reduzierte Kérpermasse erhéhen muB, 
solange der Uberschu8 an Wasser nicht eliminiert worden ist. Nehmen 
wir an, daB ein Hund von 10 kg Gewicht, der also ein pr von etwa 8 hat, 
800 ccm Alkohollésung bekommt, so wird sein pr auf 8,8 erhéht (oder 
noch etwas mehr, darauf beruhend, daB der Alkohol im Totalblut 
weniger loslich ist als in Wasser). Die Konzentration muB also wihrend 
der postresorptiven Periode umgekehrt proportional der Zunahme von pr 
sinken, die in diesem Falle ungefihr 10° betragt. Einen anderen 
KinfluB der Verdiinnung des eingenommenen Alkohols habe ich nicht 
feststellen kénnen, und dieser Einflu8 diirfte zum gréBten Teil ver- 
nachlaissigt werden kénnen, wenn es sich — wie beim Menschen 
um Versuchsindividuen mit groBem K6érpergewicht handelt. 

Wenn die Werte in Tabelle I bis VI in bezug auf # mit dem fir 
den Menschen beobachteten Mittelwert verglichen werden, so ergibt 
sich, daB die Umwandlungsgeschwindigkeit bei Hunden im allgemeinen 
etwas geringer ist als beim Menschen. Doch findet man nur in einem 
Normalversuch mit Hunden (Versuch 85, £ = 0,0012) Werte, die 
betrachtlich unter den niedrigsten liegen, die Verfasser beim Menschen 
gefunden hat (0,0015). Es ist indessen von Bedeutung, hervorzuheben, 
da die Umwandlungsgeschwindigkeit bei ein und demselben Hund 
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von Tag zu Tag bedeutend gréBere Variationen aufweisen zu kénnen 
scheint als beim Menschen, indem dieselbe langsame Schwingungen 
durchmacht. Hierfiir bildet der Hund Beno (Tabelle V1) ein Beispiel 
(0,0018 bis 0,0026), und auch die Erfahrung aus den Versuchen mit 
EKingabe verschiedener Stoffe zusammen mit Alkohol zeigt dies in 
augenscheinlicher Weise. 

Auch die Konstante r zeigt gréBere individuelle Variationen als 
beim Menschen, die jedoch nicht so auffallend sind wie hinsichtlich £. 


Bei Versuchen mit der Eingabe von solchen Stoffen, die bei den Ver- 
suchstieren leicht Erbrechen verursachen, haben wir, um dies zu vermeiden, 
sowohl den Alkohol wie den Stoff auf wiederholte Dosen verteilt, die ge- 
wohnlich mit 1 Stunde Intervall verabreicht wurden. Die Alkoholkurve, 
die bei fraktionierter Eingabe auf niichternem Magen erhalten wird, kann 
in gewohnlicher Weise theoretisch berechnet werden. Eine Illustration der 
Ubereinstimmung zwischen 
berechneten und gefundenen a 
Werten in einem derartigen yh oe 
Versuch zeigen Versuch 66 
und Abb. 2. | a es amas amis ae) aa im. 


_ 

& 
,,Ceno**, 19,1 kg schwer, S14 | 

~~ 

= 














erhielt auf  ntchternen G80-—- + 
Magen 100 cem einer Lésung, Qw—34 
enthaltend 6,32 g Alkohol, 0 

40 80 120 160 200 240 280 320 360 WOO ¥40 ¥80 $20 560 


fiinfmal nacheinander mit 
etwa 1 Stunde  Intervall ‘i 
zwischen jeder Dosis. Die Fig. 2. 

gesamte Alkoholmenge_ be- 

trug 31,6g. Unmittelbar vor jeder der vier letzten Eingaben wurde 
eine Blutprobe zur Analyse entnommen, sowie tiberdies weitere vier 
Proben wahrend den zundachst folgenden 6 bis 7 Stunden. 


Minuten 


Das Versuchstier hatte bei der zunichst vorhergehenden Bestimmung 
die Konstanten (3 Monate frither): /# = 0,0020, r= 0,71, p = 18,4, 
pr = 13,1. 

Unter Verwendung der eben angefiihrten Werte, pr = 13,1, erhalt 
man die berechneten Werte der zweiten Kolumne, die mit denen in der 
letzten Kolumne, den gefundenen, zu vergleichen sind. Bei der Berechnung 
ist anstatt 0,0020 fiir # 0,0021 verwendet worden, welcher Wert direkt aus 
den vier letzten Bestimmungen berechnet werden kann. 





t, Zeit in Minuten nach cy (ber.) cz (beob.) 
der ersten Konsumption 


60 0,36 0,26 
120 0,71 0,72 
180 1,07 1,03 
240 1,42 1,37 
30) 1,78 1,69 


369 1.65 1,54 
427 1,51 1,47 
550 1,25 1,16 
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Der Versuch gibt cy = 2,31, dem theorctischen Wert 2,41 ent- 
sprechend, was einen Fehler von nur 4° bedeutet. 

Die Untersuchung ist ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Stiftung 
Therese och Johan Andersons Minne‘‘ und _ ,,Svenska_ lakarnas 
Nykterhetsférening**. 

Zusammenfassung. 

Die fiir den Menschen aufgestellte Formel fiir die Verteilung des 
Alkohols im Organismus hat volle Giiltigkeit auch fiir Hunde. Die 
individuellen Konstanten r und f stimmen sehr nahe mit denen des 
Menschen itiberein; r zeigt jedoch gewéhnlich etwas héhere Werte, 
f haufig etwas niedrigere. Bei wiederholten Bestimmungen bei einem 
und demselben Tier erhalt man jedoch betrachtlich gréBere Variationen 
als beim Menschen. Diese Erscheinung zusammen mit der relativ 
groBeren Variation des Kérpergewichts macht den Hund als Versuchs 
objekt fiir Bestimmungen der Umwandlung des Alkohols etwas weniger 
geeignet als den Menschen. 

















Der Einflu6 
der Nahrungsbestandteile auf den Alkoholgehalt des Blutes. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut in Lund.) 
(Eingegangen am 13. Oktober 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Mitteilung! wurde nachgewiesen, da& Athyl- 
alkohol, der zusammen mit Glykokoll oder Alanin eingenommen wird, 
einen niedrigeren Alkoholgehalt des Blutes bedingt, als wenn der Alkohol 
in reiner Lésung und auf niichternen Magen eingenommen wird. Die 
Erscheinung, daB das Verzehren von Nahrung gleichzeitig mit Alkohol 
senkend auf den Alkoholgehalt des Blutes einwirkt, ist demnach in 
erster Linie auf die spezifische Wirkung zuriickzufiihren, welche die bei 
der Digestion frei gemachten Aminosauren ausiiben. 

In der genannten Mitteilung sprach ich die Vermutung aus, dab 
diese Wirkung als eine Reaktion zwischen Aminoséure und Alkohol 
aufzufassen sei. Bevor Versuche zur Isolierung und Identifizierung 
des dabei entstandenen Produktes ausgefiihrt wurden, muBte indessen 
untersucht werden, ob die Erscheinung nicht in anderer Weise als durch 
die Entstehung einer Verbindung zwischen Alkohol und der Saure erklart 
werden kénnte. 

Die hierbei in Betracht zu ziehenden Moéglichkeiten scheinen mir 
in erster Linie folgende zu sein: 

a) Eine Bindung oder Umwandlung des Alkohols im Darmkanal. 

b) Eine durch die Aminosaéure induzierte Veranderung der Ver- 

teilung des Alkohols im Organismus. 

c) Eine durch die Aminoséure induzierte schnellere Oxydation des 

Alkohols. 

a) Bei Erwagung dieser Méglichkeit diirfte zuerst hervorzuheben sein, 
da in unseren Versuchen die Berechnung des durch den Einflu®B der Amino- 
siure umgesetzten Alkohols ausgehend von den Bestimmungen des Alkohol- 


1 Diese Zeitschr. 265, 237, 1933. 
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gehaltes des Blutes erfolgt, die in die postresorptive Periode fallen, d. h. wo 
die Kurve einen geradlinig fallenden Verlauf aufweist. Die Resorptions- 
geschwindigkeit beeinfluBt diese Berechnung also nicht. Die durch eine 
verlangsamte Resorption infolge Gegenwart eines Ventrikel- oder Darm- 
inhaltes eintretende verlangsamte Erhéhung des Alkoholgehaltes des 
Blutes wahrend der Resorptionszeit ist demnach fiir das in Rede stehende 
Problem ohne Interesse. und dieser Effekt kann nicht als Erklarung fiir 
dasselbe dienen. 

Da®B der Alkohol im Darmkanal in solchem Umfange eine Umwandlung 
erfahren kénnte, so da®B dies eine haltbare Erklirung darstellen wiirde, 
ist schon von vornherein wenig wahrscheinlich. Southgate hat dieser 
Eventualitét eine Untersuchung gewidmet und hat zu diesem Zwecke 
Alkohol mit Brot und Milch, Pepsinsalzsiure, Darmschleimhaut und Pan- 
kreassaft digeriert. In keinem von den Versuchen konnte eine Abnahme der 
Menge des Alkohols wahrgenommen werden. Ferner hat er den EinfluB 
von Fazesemulsionen, sowohl vor wie nach Sterilisierung, untersucht und 
hierbei einen so unbedeutenden Alkoholverlust konstatiert, da demselben 
keine Bedeutung zugeschrieben werden kann. In eigenen Versuchen bin 
ich zum gleichen Resultat gekommen. Die Versuche zeigen also, daB das 
Verschwinden des Alkohols nicht als von einer Umwandlung vor der Re- 
sorption abhangig erklart werden kann. 


b) Der spezifische Effekt der Nahrung wird laut friiher angefiihrten 
Arbeiten! durch den Vergleich zwischen dem im Versuch erhaltenen 
extrapolierten Wert fiir die Konzentration zur Zeit 0 (¢9) und der fiir 
niichternen Magen nach der Formel 


, A 
“0 pr 
berechneten ermittelt. In der Formel bedeuten A = die gegebene 
Alkoholmenge, p = das Koérpergewicht und r = ein Reduktionsfaktor. 
Man kann nun einwenden, daB die Abnahme des ¢y-Wertes, die als 
ein Verlust von Alkohol gedeutet worden ist, auch dadurch entstanden 
sein kénnte, daB der r-Wert durch den Einflu8 der Digestion zugenommen 
hat. Eine solche Zunahme des r-Wertes wiirde demnach bedeuten, 
daB die Verteilung des Alkohols zwischen Blut und Geweben so ver- 
andert worden ist, daB der Verteilungskoeffizient 
(Alkohol in den Geweben) 


(Alkohol im Blute) 


einen héheren Wert angenommen hat. 

Kine solche Auslegung der Versuchsresultate wiirde wohl zunachst 
durch die Annahme gestiitzt werden kénnen, da8 die Léslichkeit des 
Alkohols im Blute abgenommen hat, wahrend die Loslichkeit desselben 
im tbrigen Teile des Organismus unverandert geblieben ist. 

' lc. u. Widmark, Die theoretischen Grundlagen und die praktische 
Verwendbarkeit der gerichtlich-medizinischen Alkoholbestimmung, S. 68. 
Urban u. Schwarzenberg, 1932. 
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Nun nehmen die Blutkérperchen bedeutend weniger Alkohol auf 
als das Plasma. Eine Erhéhung des Haimatokritwertes der Blutkérper- 
chen kénnte also vielleicht die postulierte Veranderung mit sich gebracht 
haben. Wird das Volumen der Blutkérperchenséule vor und nach 
Fiitterung mit einer maBigen EKiweiBmenge gemessen, die laut Erfahrung 
eine markierte Abnahme der Alkoholkonzentration des Blutes ver- 
ursacht, so wird dasselbe unverandert gefunden, was aus folgendem 
Versuch hervorgeht: 


Der Hund Jim bekam am 19. Dezember 1932 um 13°10’ 100 g Fleisch. 





Zeit in Minuten 
nach der Einnahme 
des Futters 


Blutkérperchen- 


volumen in %/, Mittelwert in °/9 


Vorher 48.9 
? 48.9 | 
48.9 48,3 
47,9 | 
: 48.0 
117 47.9 
117 481 48,0 
156 48,0 | : 
156 48.9 48,1 
190 48,0 ) . 
190 479 48.0 


Wenn die Ursache der verminderten Alkoholwerte auf der friiher 
erwahnten Veradnderung der Verteilung des Alkohols zwischen Blut 
und Geweben _ beruhen 














a" : . %o 
wirde, so sollte diese Ver- 14 — 
anderung sich auch zu 12 = | 
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dieser Zeit Nahrung verab- 
reicht wird. Dies ist indessen nicht der Fall, was auBer aus friiher 
ver6ffentlichten Versuchen an Menschen (I. c. S. 70) auch aus folgendem 
Versuch an einem Hund hervorgeht. 

Versuch 17. Der Hund Jim, 8,5 kg, bekam auf niichternem Magen am 
22. Dezember 1932 um 10h25’ per os 7,893 g Alkohol, 0,929 g pro Kilogramm 
Koérpergewicht entsprechend, sowie um 1358’ 200g Fleisch. 
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Die Kurve zeigt den gewéhnlichen geradlinigen Verlauf, aus- 
genommen die vierte Bestimmung, die wahrscheinlich infolge eines 
Bestimmungsfehlers in entgegengesetzter Richtung abweicht als der 
Fall sein wiirde, wenn die Léslichkeit des Alkohols im Blute abgenommen 
haben wiirde. 


Als schlieBliches Argument gegen die Annahme, da die vermindert« 
Alkoholkonzentration durch eine Erhéhung des r-Wertes verursacht werden 
sollte, sei hervorgehoben, daB ein derartiger Effekt der Digestion schwerlich 
von solcher Dauer sein kénnte, daB derselbe wihrend der ganzen Zeit, wo 
Alkohol im Blute nachgewiesen werden kann, unverandert bleiben wiirde 
Die Versuche zeigen namlich, da wahrend dieser ganzen Zeit kein Zuriick 
gehen des Effektes wahrgenommen werden kann. Ein Zuriickgehen wiirde 
sich némlich darin zu erkennen geben, daB die Alkoholwerte in der post 
resorptiven Periode sich den fiir den leeren Ventrikel berechneten nahern 
wiirden. Dies ist indessen nicht der Fall. Diese Untersuchung liefert dem- 
nach das Resultat, daB eine Abnahme des Alkoholgehaltes des Blutes 
durch die Nahrung nicht einer veraénderten Verteilung des Alkohols zwischen 
Blut und Geweben zugeschrieben werden kann. 

Eine Veranderung der Verteilung des Alkohols im Organismus in de 
Weise, daB derselbe, fortwahrend in freier Form, in einem Organ oder 
Gewebe konzentriert oder aufgespeichert werden kénnte, ist auf Grund der 
Lipoidléslichkeit und des Vermégens des Alkohols, sich durch Diffusion 
schnell zu verteilen, nicht méglich. Aus dem gleichen Grund ist eine erhéhte 
Exkretion des Alkohols undenkbar. Die Versuche, die von Voltz, Baudrexel 
und Dietrich! ausgefiihrt worden sind, zeigen, da’ der zusammen mit 
Nahrung eingenommene Alkohol im Harn in kleineren Mengen ausgeschieden 
wird, ein Umstand, der offenbar mit dem niedrigeren Alkoholgehalt des 
Blutes zusammenhangt. 


c) DaB die Alkoholabnahme im Korper durch eine erhdhte Oxydation 
desselben wahrend der Resorptionszeit verursacht werden kénnte, ist 
ein Gedanke, der ein eingehenderes Studium erfordert. 


Lundsgaard* hat in iberzeugender Weise dargetan, dais der Alkohol 
auf Hunde einen ausgepragten, aber kurzdauernden spezifisch dynami- 
schen Effekt mit Erhéhung der Sauerstoffaufnahme ausiibt, die bis 
zu mehr als 25°, der Grundumsetzung erreichen kann. Ob der Alkohol 
auch beim Menschen einen spezifisch-dynamischen Effekt hat, diirfte 
kaum in zufriedenstellender Weise festgestellt sein. Obgleich es a priori 
wenig wahrscheinlich erscheint, so wire es doch denkbar, daB die gleich- 


zeitige Resorption einer Aminosaiure den Organismus zu einer erhéhten 
Verbrennung des Alkohols stimuliert, und solchenfalls wiirde es resultatlos 
sein, die Isolierung einer stabileren Verbindung zwischen Aminosaure 


und Alkohol zu versuchen. 


' Arch. f. Physiol. 145, 120, 1912. 
® Skand. Arch. f. Physiol. 26, 265, 1931. 
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Wenn auch zu erwarten ist, daB eine Bestimmung der Energie- 
umsetzung bei gleichzeitiger Einnahme von Aminoséure und Alkohol 
zu dem Ergebnis fiihrt, da8 das Verschwinden des Alkohols nicht als 
der Effekt einer gesteigerten Oxydation desselben erklart werden kann, 
so habe ich es doch fiir angezeigt erachtet, dies durch Versuche und 
Berechnungen festzustellen. 


Schon durch eine Uberschlagsrechnung an der Hand friiherer Versuche 
gelangt man zu dem Resultat, da eine rein oxydative Umwandlung des 
Alkohols wahrend der kurzen Zeit, in der sich sein Verschwinden vollzieht, 
zu einer unsinnig tragen Warmeproduktion fiihren wiirde. 

Aus meiner Arbeit ,,Les lois cardinales de la dist:ibution et du méta- 
bolisme de lalcool éthylique dans lorganisme humain** (Kungl. Fysio- 
grafiska Sallskapets Handlingar, N. F., 41, Nr. 9) fithre ich Versuch 37 an. 

G. C-N, Mann, 27 Jahre alt, Kérpergewicht 77,2 kg, mit den Kon- 
stanten (Mittelwerte aus zwei Versuchen auf niichternem Magen) r 0,65, 
f/f = 0,00225, bekam zusammen mit einer Mahlzeit, bestehend aus 117 g 
Beefsteak, 163 g Kartoffeln, 66g Brot und 50g Butter, im ganzen 62,7 g 
Alkohol, in der Form von Kognak. 115 Minuten nach Beginn der Alkohol- 
konsumption zeigte die Blutprobe ihren héchsten gemessenen Wert, 0,83 ° /o, 
und fiel darauf geradlinig mit einer Geschwindigkeit, die /) = 0,00225 
entsprach. Im genannten Zeitpunkt befanden sich im Organismus 0,83 . 0,65 
Ay 41,6 ¢. Da die eingenommene Menge 62.7 g betrug, waren also 
wahrend diesen 115 Minuten 21,1 g umgesetzt worden. Fur die Oxydation 
dieser Menge zu Kohlenséure und Wasser sind 30,8 Liter Sauerstoff er- 
forderlich, was durchschnittlich 0,27 Liter pro Minute wahrend der Zeit 
entspricht, die von der Einnahme des Alkohols bis zur Alkohol-Blut- 
bestimmung verflossen ist. Die Grundumsetzung fiir dieses Versuchsindivi- 
duum kann zu etwa 1,1 Cal/Minute berechnet werden, was einem Sauerstoff- 
bedarf von etwa 0,22 Liter/Minute entspricht. 

Es ergibt sich demnach, da8, wenn dieser Verlust von Alkohol als eine 
Oxydation erklart werden sollte, man eine erhebliche Zunahme des Sauer 
stoffbedarfs wahrend der Resorptionszeit finden miiBte. Eine solche Zu- 
nahme wiirde bei unveranderter Verbrennungsintensitat des iibrigen Brenn- 
materials, wie aus den Zahlen hervorgeht, iiber 100°, betragen. Auch 
wenn man annimmt, da der Alkohol wahrend dieser Zeit alles tibrige 
oxydative Material verdrangt, so wiirde der Sauerstoffbedarf doch um 
mehr als 20°, steigen. 

Schon diese Berechnung zeigt deutlich, daB die Annahme einer 
gesteigerten Oxydation des Alkohols unter dem EinfluB der Amino- 
sduren die Verhaltnisse kaum zu erklaren vermag. Die direkte Fest- 
stellung der Sauerstoffkonsumption bei Einnahme von Alkohol nach 
einer eiweiBreichen Mahlzeit beweist tatsaichlich die Unhaltbarkeit 
einer derartigen Annahme. 

Zu dieser Feststellung wurde folgender Versuch (Nr. 90) ausgefiihrt: 
Die Versuchsperson E. B., Frau, 24 Jahre alt, 160 em groB, Gewicht 47,5 kg, 
ergab bei einem 4 Tage friiher angestellten Experiment mit Alkoholeinnahme 
auf niichternem Magen die Konstanten r = 0,49 und / = 0,0023. Die 


Grundumsetzung wurde unter iiblichen Kautelen mit Aroghs Apparat 
zu 0,931 Cal/Minute bestimmt. was dem theoretischen Wert von 0,912 
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laut Benedicts Tabellen entspricht. Die Umsetzung entsprach also hier 
auf + 2°, der theoretisch erwarteten. Darauf bekam die Versuchsperson 
eine Mahlzeit, bestehend aus 150 g weichgekochten Eiern, 70 g Brot (aus 
fein gebeuteltem Mehl), 18g Butter, sowie 200 cem Milch. Die Mahlzeit 
dauerte 15 Minuten. 30 bis 45 Minuten nach Beginn der Mahlzeit zeigte 
die Sauerstoffaufnahme 0,21 Liter/Minute (Grundumsetzungswerte 
0,19 Liter/Minute). 51 Minuten nach Beginn der Mahlzeit bekam die 
Versuchsperson 31,6 g Alkohol in etwa 120 cem kohlensaurem Wasser. 
Fiir die Sauerstoffaufnahme wurden folgende Werte erhalten: 


12 bis 22 Minuten nach Einnahme des Alkohols 0,22 Liter /Minute 
42 ,, 57 a 7 $e 9 ¥ 0,21 - 
73 ,, 88 + ” 9 ie 99 0,19 ” 
até ., 39 rr 9 wip a a 0,21 9 


Gleichzeitig hiermit wurde der Alkoholgehalt des Blutes bestimmt, der 
sich aus der Abb. 2 ergibt. Die Berechnung ergab fiir / 0,0022 und fii 
Co 9.70% Jo, was 0,69 . 47,5 .0,70 = 23,0 g Alkohol entspricht. Da 31,6¢ 
eingenommen worden sind, folgt hieraus, daB 8,6 g Alkohol verschwunden 
sind. 
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Abb. 2. 


Da der Alkoholgehalt im Blute von der zweiten Bestimmung an gerad- 
linig mit gleicher Geschwindigkeit abnimmt wie bei niichternem Magen 
(p 0,0022 bzw. 0.0023), haben wir das Recht anzunehmen, daB im Zeit- 
punkte der Entnahme dieser Probe der Einflu8 der Nahrung auf die Um- 
setzung des Alkohols aufgehért hat. Die Probe ist 61 Minuten nach Beginn 
des Alkoholgenusses (der 4 Minuten dauerte) entnommen worden und ergab 
0,58°/4, Alkohol. In diesem Zeitpunkte waren also 0,58 . 0,69 . 47,5 = 19,0 ¢ 
Alkohol im Organismus vorhanden. 31,6 — 19,0 = 12,6g Alkohol sind 
demnach wahrend dieser Zeit umgesetzt worden. Die Oxydation dieser 
Alkoholmenge erfordert 18,3 Liter Sauerstoff, d. h. 0,30 Liter in der Minute. 

Da die Sauerstoffaufnahme bei der Versuchsperson in Wirklichkeit 
0,22 Liter/Minute nicht tiberstieg, miissen wir also den SchluB ziehen, 
dai. die beobachtete schnelle Umwandlung des Alkohols nicht als eine 
Oxydation zu Kohlenséure und Wasser erklart werden kann. Wahrscheinlich 
ist der EinfluB der Nahrungsbestandteile, auf Grund der Kurve zu schlieBen, 
bereits binnen den ersten 30 Minuten nach der Einnahme zum gréB8ten Teil 
zu Ende, was die Annahme einer Oxydation noch unwahrscheinlicher 
macht. 


In dem geschilderten Versuch ist der Einflu8 einer eiweiBreichen 
Mahizeit studiert worden. Versuche mit Aminosiuren haben aus dem 
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Grunde nicht ausgefiihrt werden kénnen, da die Einnahme von gréBeren 
Mengen dieser Stoffe so starke Unannehmlichkeiten in der Form von 
Ubelsein und Wiirgen verursacht, daB wenig Aussicht besteht, bei einem 
solchen Versuch zuverlaBliche Werte fiir die Sauerstoffaufnahme in 
Ruhe zu erhalten. DaB der KinfluB des Glykokolls auf den Menschen 
gleichartig dem ist, der in der vorigen Mitteilung fiir den Hund be- 
schrieben worden ist, geht indessen aus einem Versuch (Nr. 8%) mit der 
friher erwahnten Versuchsperson E. B. hervor. Nach Einnahme einer 
Lésung, bestehend aus 31,6 g Alkohol und 20 g Glykokoll in 200 cem 
Wasser sowie darauf weitere 150 cem Wasser, wurde die durch den 
KinfluB des Glykokolls umgesetzte Alkoholmenge zu 6,6 g oder 20,9%, 
der eingenommenen berechnet. 

Die drei hier vorgebrachten Erklarungsgriinde fiir das Verschwinden 
des Alkohols, wenn er zusammen mit Nahrung eingenommen wird, 
scheinen mir mit hinlanglicher Sicherheft zuriickgewiesen zu_ sein. 
Per exclusionem komme ich also zu dem Ergebnis, daB der Alkohol 
durch die Anwesenheit der Aminosaiure eine chemische Umwandlung 
von nichtoxydativer Natur erfahren muB. Ein explosionsartiger Uber- 
gang in Fett oder Kohlenhydrat diirfte ausgeschlossen sein. Die Wirkung 
der Aminosaure ist ferner nicht von katalytischer Art, da Mengen von 
der GréBenordnung des eingenommenen Alkohols erforderlich sind, 
damit der Effekt zutage treten soll. 

Als Arbeitshypothese gelange ich also zur Annahme, da diese 
Umwandlung des Alkohols auf eine mehr oder weniger stabile Ver- 
bindung zwischen Alkohol und Aminosaure zuriickzufiihren sein muB. 

Man mu hierbei von vornherein annehmen, daB zwischen um- 
gewandelter Alkoholmenge und dem Quantum eingenommener Amino- 
siure kein eingehenderer Zusammenhang besteht, da ein Teil von 
sowohl Alkohol wie Aminosaure wahrscheinlich resorbiert und so schnell 
von den Geweben aufgenommen wird, daB sie nicht mehr miteinander 
reagieren kénnen. Es hat indessen schon jetzt ein gewisses Interesse, 
das molekulare Verhaltnis zwischen Aminosiure und umgewandeltem 
Alkohol zu studieren. Als Beispiel wird der eben referierte Versuch 
mit E. B. gewahlt, in dem bei einer Einnahme von 20 g Glykokoll 6,6 g 
Alkohol umgewandelt worden sind. Wird angenommen, daB ein Mol 
Aminosaure sich mit einem Mol Alkohol verbindet, so wiirden hierfiir 
10,8 g erforderlich sein, d.h. etwas mehr als die Halfte der ein- 
genommenen Menge. Bei einem Verhaltnis von 1:2 bzw. 1:3 waren 
5,4 bzw. 3,6 g Glykokoll erforderlich. 


Die vorliegende Untersuchung ist durch Mittel vom Verein Schwedi- 
scher abstinenter Arzte und von der Stiftung Therese und Johan Anders- 
sons Minne unterstiitzt worden. 
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Zusammenfassung. 

Verfasser erértert verschiedene Méglichkeiten zur Erklarung der in 
einer friiheren Mitteilung beschriebenen Erscheinung, da Alkohol, 
zusammen mit Glykokoll oder Alanin eingenommen, einen niedrigeren 
Alkoholgehalt im Blute verursacht als bei der Einnahme auf niichternem 
Magen. Die Méglichkeiten einer Bindung oder Umwandlung des Alkohols 
im Darmkanal, einer veranderten Verteilung desselben im Organismus 
oder einer durch die Aminoséure induzierten schnelleren Oxydation 
zu Kohlensiure und Wasser werden als unwahrscheinlich zuriick- 
gewiesen. Verfasser kommt zu der Auffassung, daB Alkohol und Amino- 
siure miteinander eine Verbindung eingehen. 
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Beziehungen zwischen der Struktur 
der Antigene und der Spezifitit der Antikérper. 


VIII. Mitteilung: 


Uber die Spezifititsverinderungen von Cholesterin bei seiner Verwandlung 
p 
in ein Komplexantigen. 


Von 
E. Berger. 
(Aus dem Hygienischen Institut der-Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 14, Oktober 1933.) 


Die im folgenden wiederzugebenden Versuche stellen einen Beitrag 
zu der Frage der serologischen Verainderungen dar, welche chemisch 
bekannte Substanzen bei ihrer Uberfiihrung in antigene, eiweiBhaltige 
Substitutionsverbindungen erleiden. 

Beziiglich der Literatur sei zunachst auf zwei Arbeiten von K. Land- 
steiner und vander Scheer! iiber die Spezifitiét von Antikérpern gegen 
Weinsaéure bzw. Dipeptide verwiesen, Verbindungen, in welche die Autoren 
(zwecks Gewinnung kupplungsfahiger Korper) durch Behandlung mit 
Nitroanilin oder Nitrobenzoylchlorid eine aromatische NO,-Gruppe ein- 
fiigten, aus der sie durch Reduktion die fiir die Diazotierung notwendige 
NH,-Gruppe erhielten. Wurden nun in iiblicher Weise mit Eiwei8 Komplex- 
antigene hergestellt, so lieBen die Antisera nur eine schwache oder gar keine 
Reaktionsfahigkeit zu den nichtarylierten Weinséuren bzw. Dipeptiden 
erkennen. 

Analoge Erfahrungen machten W.F. Goebel und O. 7. Avery? bei 
immunochemischen Studien tiber Kohlenhydrate, von denen sie u. a. die 
Glucose und Galaktose priiften. Die betreffenden Zucker wurden in das 
entsprechende p-Aminophenolglykosid bzw. -galaktosid verwandelt und 
nach Diazotierung mit Serumglobulin vereinigt. Auch hier erwiesen sich 
die Antisera der Komplexantigene nur als spezifisch fiir die verainderten 
Substanzen, d.h. in diesem Falle fiir die korrespondierenden Glykoside, 
nicht aber fiir die als Ausgangsverbindungen benutzten Monosaccharide 8. 


' J. exper. Med. 50, 407, 1929; 55, 781, 1932. 

2 Ebenda 50, 521, 533, 1929. 

3 Anders verhielt sich der Aminobenzylither des aus Pneumococcen 
des Typus III gewonnenen spezifischen Polysaccharids, der nach Diazo- 
tierung und Kupplung an Serumglobulin Antikérper erzeugte, die nicht 
nur mit dem fiir die Immunisierung benutzten synthetischen Antigen 
reagierten, sondern auch mit dem unverdnderten gereinigten Kohlenhydrat 
der Pneumococcen (Avery u. Goebel, J. f. exper. Med. 54, 437, 1931). 
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Die angefiihrten Daten des Schrifttums zeigen also, daB die Methode 
der Herstellung von Komplexantigenen unter Umstanden zu_tief- 
greifenden serologischen Alterationen der Ausgangssubstanzen fiihren 
kann, ein Boefund, der gleichzeitig illustriert, daB die Verfahren der 
Gewinnung von eiweiBhaltigen Substitutionsverbindungen offenbar in 
bestimmten Fallen ungeeignet sind, um die serologische Spezifitat eines 
chemisch bekannten K6rpers zu erforschen. Diese Tatsache diirfte 
fiir die Frage der Brauchbarkeit der bei den immunochemischen Arbeiten 
in Betracht kommenden Forschungsmethoden von prinzipieller Bedeutung 
und daher einer weiteren Untersuchung wert sein. 

Unsere Beobachtungen beziehen sich auf einen Vertreter einer 
Klasse von Verbindungen, deren Reprasentanten in Form des an 
EiweiB gekuppelten Diazokérpers bisher noch nicht im serologischen 
Versuch studiert wurden, nimlich auf die Gruppe der Lipoide, von 
denen wir das Cholesterin untersuchten. Die Beonutzung dieses Stoffes 
fiir immunochemische Experimente bietet gleichzeitig den Vorteil, 
daB mit dieser Substanz auch durch bloBes Mischen mit EiweiB Antigene 
mit dem Vermégen der Produktion von Antikérpern erhalten werden 
kénnen (H. Sachs und A. Klopstock'), die sich gegen das unverdnderte 
Sterin richten und nach A.J. Weil und F. Besser*, E. Berger und 
HH. Scholer® durch hochgradige Spezifitat gekennzeichnet sind. Durch 
die Immunisierung mit dem Azoprotein des Cholesterins einerseits und 
mit unverindertem, cholesterinhaltigem EiweiBmischungsprodukt 
andererseits wird man daher in die Lage versetzt, die Frage zu priifen, 
inwieweit die Antikérper des Cholesterins mit denen des durch Uber- 
fiihrung in die Diazoverbindung modifizierten identisch sind. Man ist 
ferner, was weiter ins Gewicht fallt, bei dem von uns gewahlten Spezial- 
fall nicht auf die indirekte Methode der Hapten-Antikérperreaktion 
(der Hemmungsreaktion) angewiesen, deren sich Landsteiner und 
v. d. Scheer bzw. Avery und Goebel bei den serologischen Priifungen der 
Weinsauren und Dipeptide bzw. der Monosaccharide bedienen muBten. 


Experimenteller Teil. 
1. Herstellung der Antigene. 
a) Des Cholesterinsubstitutionproduktes (Azokoérper). 
Die Gewinnung desselben erfolgte nach den Angaben von A. O. Tischer 
und EF. Gebauer-Fiilneq*, welche als erste das Verfahren der Umwandlung 
des Cholesterins in einen kupplungsfahigen Azokérper beschrieben haben. 
Der dabei von den Autoren eingeschlagene Weg verlief in folgenden Etappen : 


! Diese Zeitschr. 159, 491, 1925. 

2 Klin. Wochenschr. 1931, S. 1940. 

3 Zeitschr. f. Lmmunforsch 76, 16, 1932. 

4 Proc. of the Soc. of exp. Biol. and Med. 29, 678, 1932. 








Ch 
be 


un 
vo’ 
ist 

Pr 
fri 
un 
det 
VO 
vel 


ste 


Ho 
hea 
du 


ber 
Ple 
tie} 
Ve 
vol 
zer 
Chi 
0,1 
kor 
vol 
We 
hin 
mit 
Da 


erv 
vie 
mit 
sel 

bei 
mu 


kor 


ser 
gel 


stel 





de 
ef- 


en 


ler 
in 


les 


ne 
en 
rte 
nd 
ch 
nd 


her 
ng 
n. 
‘Th: 





Struktur der Antigene und Spezifitaét der Antikérper. VIII. 145 


1. Reinigung des Cholesterins iiber das Dibromid; 2. Uberfithrung in 
Cholesterinnitrobenzoat ; 3. Reduktion des letzteren zum Cholesterinamino- 
benzoat; 4. Diazotierung mittels Amylnitrit; 5. Kupplung. 

Als Kupplungskomponenten benutzten die Verfasser Histidin, Carnosin 
und Histamin, auBerdem Tyrosin und Tyramin. Uber die Durchfiihrung 
von Kupplungsversuchen mit Eiwei®b, die in der Arbeit angekiindigt wurden, 
ist uns bisher nichts bekannt geworden, ebenso wenig iiber serologische 
Priifungen der eiweiBfreien Haptene. Da wir andererseits nach unseren 
friiheren Studien mit Scholer (I. c.) iiber die Antikérper gegen Ergosterin 
und Cholesterin auf eine Erweiterung der Untersuchungen iiber die Spezifitat 
der Antikérper gegen Lipoide bedacht waren, benutzten wir die Ergebnisse 
von Tischer und Gebauer-Fiilneg und stellten die ,,Cholesterin-EiweiB- 
verbindung* her. 


Unser Vorgehen bei der Kondensation der Azoverbindung! ge- 
staltete sich folgendermaBen: 


Die Reinigung des im Handel befindlichen Cholesterins (der Firma 
Hoffmann-La Roche, Basel) fiihrten wir nach den Angaben von RP. Schén- 
heimer aus*, die Esterifizierung nach der Methode von Shriner und Ko?# 
durch Umsatz mit 4-Nitrobenzoylchlorid. An die Vorschriften letzterer 
Autoren hielten wir uns auch bei der Herstellung des Cholesterin-p-Amino- 
benzoats, indem wir das Nitrobenzoat mit Wasserstoff in Gegenwart eines 
Platinoxydkatalysators bei 25 Atm. Druck reduzierten. Fiir die Diazo- 
tierung benutzten wir das von P. Ruggli und A. Zimmermann* angegebene 
Verfahren fiir schwerlésiiche Aminoverbindungen; wir gingen dabei so 
vor, da wir zuerst aus dem Aminobenzoat durch Verreiben mit kon- 
zentrierter Salzsiure und Absaugen der tiberschiissigen Salzsiure 50 mg 
Chlorhydrat gewannen, von dem wir 50mg mit 20 mg Natriumnitrit und 
0,15 cem Wasser verrieben; zu dem Ganzen wurden schlieBlich noch 0,05 cem 
konzentrierter Salzsiure hinzugefiigt. Nachdem wir uns durch Hinzufiigen 
von f-Naphthol von der Kupplungsfaihigkeit des in der beschriebenen 
Weise erhaltenen Praparates iiberzeugt hatten, setzten wir 5ccm Serum 
hinzu, homogenisierten mit Natronlauge und neutralisierten vorsichtig 
mit verdiinnter Salzsiure. Die Kupplungsprodukte wurden dann fiir die 
Dauer des Versuchs bei Eisschranktemperatur aufbewahrt und vor jeder 
Auswertung auf ihre Wasserstoffionenkonzentration gepriift; letzteres 
erwies sich als notwendig, weil die Antigenlésungen bei langerer Konser- 
vierung haufig starker alkalisch wurden, in welchem Falle wir die Praparate 
mit verdiinnter Salzsiure auf die urspriingliche Reaktion brachten. Bemerkt 
sei noch, daB die Lésungen nicht frei von Suspensionen waren und daher 
bei den Auswertungen mit den Antiseren zuvor durch Papier filtriert werden 
muBten. 

Es wurden drei Antigene hergestellt: das erste enthielt als Kupplungs- 
komponente Schweineserum, das zweite Pferdeserum, das dritte Htihner- 
serum. Das Aussehen des mit Pferdeserum gekuppelten Praparates war 
gelblich-braun, das der beiden anderen gelblich-orange. 


1 Herrn Prof. Dr. H. Erlenmeyer bin ich fii die Hilfe bei der Her- 
stellung des Praparates zu Dank verpflichtet. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 87, 1930. 

3 J. of biol. Chem. 80, i, 1928. 

4 Helv. Chim. Acta 14, 124, 1930. 
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b) Herstellung des CholesterineiweiBmischproduktes. 


Wir hielten uns an die Daten von Sachs und Klopstock (1. ¢.), benutzten 
ebenso wie die genannten Autoren Schweineserum als Aktivator, so daB wi: 
beziiglich der genaueren Technik auf die Publikation der genannten Autoren 
verweisen kénnen. 

2. Gang der Immunisierung. 

a) Die Sensibilisierung gegen die EiweiBazoverbindung des Cholesterin 
aminobenzoats fiihrten wir mit dem an Schweineserum gekuppelten Praparat 
aus, indem wir vier Kaninchen je 0,5 cem Antigen, aufgenommen mit 2 cem 
0,85 °,iger NaCl-Lésung, sechs- bis achtmal intravenés in Absténden von 
2 bis 3 Tagen injizierten. Die Priifung der Sera am vierten Tage nach der 
letzten Injektion ergab, daB samtliche Tiere bei dieser Immunisierung 
Antikérper produziert hatten. 

b) Was die Behandlung mit dem aus Cholesterin + Schweineserum 
bestehenden Mischprodukt und den Ausfall der Immunisierung an'angt. 
so ist dariiber in der Arbeit von Berger und Scholer (1. ¢.) nachzulesen. 
deren diesbeziigliche Daten sich fast véllig mit der Technik und den Ergeb- 
nissen dieser Mitteilung decken. 


3. Priifung der Antisera. 

a) Auswertung der Antisera der AzoeiweiBverbindung des Chole 
sterin-p-aminobenzoats mit den proteinhaltigen Antigenen des 
diazotierten Cholesterin-p-aminobenzoats. 

Die nachstehende Tabelle enthalt die Resultate der Auswertung 
(Prazipitinreaktion, Ringprobe) der durch Immunisierung mit dem an 
Schweineserum gekuppelten Cholesterinaminobenzoat gewonnenen Anti- 
sera R 42, R 43, R 44 und R 45. Die gepriiften Antigene waren: 1. Chole- 
sterinaminobenzoat, diazotiert und yekuppelt an Schweineserum, 
2. Cholesterinaminobenzoat, diazotiert und gekuppelt an Pferdeserum, 
3. Cholesterinaminobenzoat, diazotiert und gekuppelt an Hiihner- 
serum und 4. normales Schweineserum. 








* Anti- ee Kupplungs- Antigen- Nach 7, st, 
pail Antigen bempenente verdiinnung 20 Min. Nach 1 Std 
| Schweineserum 100 ++ ps tees als 
cunt 1000 +. + (+) 
: “et : os - es: erdeserum 100 6 a 
“paises 5 1000 iF] 7] 
R 42 amino-benzoat | | ae 100 4 m4 
" 1000 0 7 
Normales { 0 100 + ++ 
Schweineseru') | 6 1000 6 + 
Schweineserum 100 ++ ++ 
. . 1009 +. + 
‘ . ” 
ae ope Pferdeserum 100 0 
Cholesterin- 1000 6 - 
R 43 amino-benzoat aR y 
' Hiihnerserum 100 0 0 
2 1000 6 6 
Normales | 0 100 @ 
Schweineserum | @ | 1009 0 4 
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Anti- a Kupplungs- Antigen- Nach — . 
serum Antigen komponente verdiinnung 2%” Min. Nach 1 Std. 
Schweineserum 100 ++ +++ 
Diazotiertes | , 8 10% ° + 
’ . Pferdeserum 190 ¢ 4“ 
Cholesterin- } 
R 44 amino-benzoat ” 1000 o 0 
: oe Hiihnerserum 100 “ a 
* 1000 i] “ 
Normales | 7] 100 a “7 
Schweineserum | 6 1000 " mn 
Schweineseruimn 100 {- ee aa 
, : 009 4 
Diazotiertes ect 10¢ + 
: Pferdeserum 100 “4 " 
Cholesterin- 
R45 amino-benzoat . 1000 ° 0 
a ; : Hiihnerserum 109 4 "1 
‘i 1000 6 " 
Normales { é 100 a nw 
Schweineserum | 7) 1000 4 4. 





Ergebnis. Zwei Sera (R43 und R 44) reagierten einzig mit dem 
an Schweineserum gekuppelten diazotierten Cholesterinaminobenzoat, 
wahrend die beiden anderen Sera (R 42 und R 45) auBerdem noch mit 
normalem Schweineserum eine, wenn auch geringere Prazipitation 
gaben. 


b) Auswertung von zwei Antisera gegen diazotiertes und an 
Schweineserum gekuppeltes Cholesterinaminobenzoat mit un- 
verandertem Cholesterin. 

Hierfiir wurde die Methode der Komplementbindung benutzt. Zur 
Ausfithrung vgl. H. Sachs und A. Klopstock (l.c.), sowie E. Berger und 
H. Scholer. Beziiglich der Kontrolle bzw. Eignung des Cholesterinextraktes 
sei auf die 8. 148 dieser Arbeit verwiesen, auf der ein positiv ausgefallener 
Versuch mit dem gleichen Antigen und einem spezifischen Antiserum ge- 
schildert ist. 





: Hamolyse 
Serumverdiinnung 


R43 | R44 
0025 444/444 
0,015 ae a ep es ee 
0,01 abate of, | ade nfs t 
9,005 t+ (+++ 


Ergebnis. Keine Komplementbindung der Antisera des Cholesterin- 
azoderivats mit unverandertem Cholesterin. 


c) Auswertung eines Antiserums (R 23), gewonnen durch Immuni- 
sierung mit dem unveranderten Cholesterin + Schweineserum 
(Mischprodukt). 

x) Gegen Cholesterin. 
B) Gegen diazotiertes und an Hihnerserum gekuppeltes Cholesterin- 
aminobenzoat. 


10* 
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Zu «). Der Nachweis der Antikérper gegen das unveranderte Cholesterin 
wurde mittels der Komplementbindungsreaktion ausgefiihrt. 





Serumverdiinnung Hamolyse 


0.025 6 
0015 GF] 
0.017 fa 
0,005 c 


Zu /). Fur die Priifung des gleichen Serums auf seinen Gehalt an Anti- 
kérpern gegen das diazotierte, an Hiihnerserum gekuppelte Cholesterin- 
aminobenzoat, benutzten wir die bequemere Prdzipitinreaktion (Ringprobe), 
wobei wir zur Kontrolle noch normales Schweineserum auswerteten. 
Nach den von Doerr und Hallauer! bei der Immunisierung gegen den alkoho! 
lésl chen Bestandteil des Forssman-Antigens und bei der Benutzung von 
Schweineserum als Aktivator gemachten Erfahrungen durfte auf An 
wesenheit von Prazipitinen gegen SchweineeiweiB in dem Serum R 23 ge- 
rechnet werden. 





Diazotiertes 
Cholesterin- 
p-amino-benzoat Schweineserum 
gekuppelt 
an Hiihnerserum 


Antigen- 
verdiinnungen 


50 o* tf 

100 d dbeapeot 
1000 7] ++ (+) 
5900 a] ao 


Ablesung nach 1 Stunde. 


Ergebnis. Ein Antiserum gegen Cholesterin, welches durch Vor- 
behandlung mittels der Kombinationsmethode gewonnen war und laut « 
mit reinem Cholesterin reagierte, enthielt keine Antikérper (siehe /) 
gegen das diazotierte und an Hiihnerserum gekuppelte Cholesterin- 
aminobenzoat. 

Diskussion der Ergebnisse. 

Die in den Tabellen niedergelegten Befunde zeigen eindeutig, dal 
die Antikérper gegen das unveranderte Cholesterin, wie man sie bei 
der Immunisierung nach der Kombinationsmethode durch Injektion 
von Mischungen aus Lipoid + Serum erhalt, nicht identisch sind mit 
den Antikérpern, die gegen das diazotierte und an Eiweif gekuppelte 
Cholesterinaminobenzoat gerichtet sind. D.h. also, daB aus dem 
Cholesterin bei seiner Umwandlung in den genannten und an Eiweil 
gekuppelten Kérper ein Komplexantigen entsteht, das durch eine 
besondere Spezititat gekennzeichnet ist. 

Was die Spezifitatsverhaltnisse des Komplexantigens selber an- 


betrifft, so kann zunachst jedenfalls soviel gesagt werden, daB dic 


1 Doerr u. Hallauer, Zeitschr. f. Immunforsch. 45, 170, 1926. 
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Spezifitat des Proteins durch die Kondensation mit dem Cholesterin- 
p-aminobenzoat eine Beeinflussung erfahren haben mu, ohne dab 
sie jedoch dabei véllig zerstért worden ist; anders kann man jedenfalls 
nach unserem Erachten nicht den Befund deuten, daB von den vier 
Antisera (s. Tabelle) zwei gar nicht und die zwei anderen in leicht 
herabgesetztem MaBe mit dem normalen Schweineserum reagierten. 


Schwieriger ist die Frage, wie man den beschriebenen partiellen Verlust 
der Spezifitat bezeichnen soll; auf der einen Seite lehren die Resultate der 
Auswertung, daB eine Alteration der immunochemischen Qualititen des 
KiweiBes stattgefunden haben muB, auf der anderen Seite zeigt aber die 
Tabelle, daB die Antisera nicht die Komplexantigene aus Pferde- und 
Hiihnerserum prazipitierten, ein Befund, der dafiir spricht, daB es sich bei 
der Beeinflussung der Spezifitat nicht unbedingt um einen Verlust der 
Artspezifitat zu handeln braucht bzw. da’ das Schweineserum in dem 
Komplexantigen noch als immunochemische Determinante gewirkt hat !. 


Weiterhin laBt sich aus den mitgeteilten Resultaten ableiten, daB 
die Antikérper der Azoverbindung eine Strukturspezifitat fir den ge- 
samten antigenen Komplex besitzen: diazotiertes Cholesterinamino- 
benzoat +- Schweineserum. Ob diese Strukturspezifitat seitens des 
Haptens durch das unverdnderte Cholesterin bestimmt ist oder durch 
das p-Aminobenzoat des Sterins, liBt sich auf Grund unserer Versuche 
nicht entscheiden. 


Neben der beschriebenen Strukturspezifitat der Antikérper gegen 
den antigenen Komplex: verandertes Cholesterin + Schweineserum  be- 
sitzen aber die Antisera mdglicherweise noch eine Spezifitat gegen die 
Haptenkomponente allein (ohne Eiweif), also gegen das Cholesterin- 
aminobenzoat, eine Eventualitéat, die experimentell mittels der 
Hemmungsreaktion nach Landsteiner zu priifen wire. Dieser Weg war 
jedoch nicht gangbar, da die beiden Derivate nicht in der geniigenden 
Konzentration in Lésung gebracht werden konnten. Das andere noch in 
Frage kommende Verfahren, namlich der Absattigungsversuch mit den 
Antisera und den beiden schlecht in Wasser léslichen Sterinderivaten, 
konnte wegen Materialmangels nicht mehr herangezogen werden. 


Zusammenfassung. 


1. In Immunisierungsversuchen mit diazotiertem und an Schweine- 
serum gekuppeltem Cholesterinaminobenzoat wurden Antisera erhalten 
mit folgenden Eigenschaften: 


! Diese Ergebnisse erinnern an die alteren Experimente von Ober- 
mayer u. Pick (s. Pick u. Silberstein, Biochemie der Antigene und Anti- 
kérper im Handbuch d. pathog. Mikroorg., III. Aufl., 1929, Bd. II, 8. 341), 
welche mit an Rinderserum gekuppeltem Diazobenzol Antisera erzeugten, 
die weder mit ,,Diazobenzol-Menschenserum“, ,, Diazobenzol-Pferdeserum“, 
noch mit nativem Rinderserum reagierten. Durch das partielle Ubergreifen 
unserer Antisera auf normales Schweineserum unterscheiden sich aber 
die Befunde von den Resultaten Obermayers und Picks. 
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a) Sie reagierten nicht mit unverandertem Cholesterin. 

b) Sie zeigten zum Teil gar keine, zum Teil eine herabgesetzt: 
immunologische Verwandtschaft zu dem nativen Eiwei8, mit dem das 
fiir die Immunisierung benutzte Produkt kondensiert war. 

c) Sie reagierten nicht mit diazotiertem Cholesterinaminobenzoat. 
das an Pferde- oder Hiihnerserum gekuppelt war. 

d) Sie wiesen eine Strukturspezifitét auf einzig ftir diejenige 
Substitutionsverbindung, welche sich zusammensetzte aus Cholesterin. 
aminobenzoat + dem Serumeiwei8 des bei der Immunisierung ver- 
wandten Komplexantigens. 

2. Antisera gegen reines, unveraindertes Cholesterin, gewonnen 
nach der sogenannten Kombinationsmethode durch Immunisierung mit 
einem einfachen Gemisch aus Cholesterin 4- Serum, reagierten nicht 
mit diazotiertem und an Serum gekuppeltem Cholesterinaminobenzoat. 

3. Aus den zu 1 und 2 beschriebenen Eigenschaften der Antisera 
ergibt sich, daB mit der Umwandlung von Cholesterin in diazotiertes und 
an Hiweif gekuppeltes Cholesterinaminobenzoat Anderungen der sero- 
logischen Spezifitat einhergehen, welche in erster Linie die Ausgangs- 
verbindung, daneben und in geringerem MaBe das Eiweif betreffen. 
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Kupfermangel als Ursache von Krankheiten 
bei Pflanzen und Tieren. 


Von 


B. Sjollema. 


(Aus dem Laboratorium fiir veterinar-medizinische Chemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 26. Oktober 1933.) 


Es ist seit mehreren Jahrzehnten wiederholt vergebens versucht 
worden, die Ursache einer in den Niederlanden und in anderen Landern 
auf Sand- und Moorboden vorkommenden und in Deutschland schon 
langst unter dem Namen ,,Lecksucht*‘ bekannten Krankheit des Viehes 
festzustellen. Nach unseren seit Dezember 1932 ausgefiihrten Unter- 
suchungen hat man es hier mit Kupfermangel zu tun. Das Heu von 
Bauerngiitern, auf denen die Krankheit vorkommt, ist besonders 
kupferarm. Unsere weiteren Nachforschungen zeigten, da8 in denselben 
Gegenden eine z. B. bei Hafer, Roggen und Weizen angetroffene 
Pflanzenkrankheit bekannt ist, der durch Diingung mit Kupfersulfat 
vorgebeugt werden kann. Man hat bis jetzt von dieser gewéhnlich 
als Urbarmachungskrankheit bezeichneten Krankheit oft angenommen, 
daB sie durch Schimmelbeschadigung der Pflanzen verursacht werde ; 
daB sie auf Kupfermangel beruht, wurde nicht vermutet. 

Bei unseren Untersuchungen wurde zuerst im Heu von Lecksucht- 
betrieben der Gehalt an Ca, P, Na, K, Cl, S und P, Eiwei8 usw. bestimmt. 

Irgendwelche Andeutungen fiir die Erklarung der Krankheit wurden 
dabei ebensowenig gefunden wie bei friiheren Untersuchungen! anderer 
Forscher. Allerdings war der Phosphorgehalt gelegentlich ziemlich niedrig 


(etwa 0,15°,). Die Symptome des Phosphormangels sind aber von denen 
von Lecksucht sehr verschieden ?. 


1 Ostertag u. Zuntz, Zeitschr. f. infekt. Krankh. d. Haustiere 2, 409, 
1907; Zuntz, Jahrb. d. Deutsch. Landw. Ges. 27, 570, 1912; Popp. Landw. 
Jahrb. 56, 647, 1921; Newmann u. Reinhardt, Arch. f. wissensch. u. prakt. 
Tierheilkde. 49, 9, 1923. 

* Auch der normale Gehalt an anorganischer Phosphorséure im Blut- 
serum lecksuchterkrankter Tiere spricht gegen Phosphormangel. 
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Der Gehalt an Natrium war bei Heu nicht selten ziemlich hoch, 0,3 
bis 0,4°,; in einigen Fallen enthielt das Heu aber nur etwa 0,1°, Na. Ich 
erwahne das Resultat der Na-Bestimmungen, weil man friiher geglaubt hat. 
daB Na-Mangel die Ursache dieser Krankheit sei!. Auch haben friihere 
Forscher angenommen, dai das Heu der Lecksuchtbetriebe einen Uber 
schuB an Sauredquivalenten enthalte. Wir konnten jedoch nachweisen, 
daB unsere Heuproben einen normalen Uberschu8 an Basen enthielten 
Der EjweiBgehalt der meisten Heuproben war normal; niedrige Wert 
kamen nur ausnahmsweise vor. 

Wir gingen dann zur Untersuchung des Blutes der erkrankten Tiere 
iiber und fanden dabei normale Werte an Zucker, Aceton, Harnstoff, Rest 
stickstoff, Ca, Mg, Na, Cl und anorganischer Phosphorsaure. 

Der Trockensubstanzgehalt des Vollblutes betrug in den meisten 
Fallen nur etwa 13 bis 14% statt 18 bis 20°. Auch der Hamoglobin- 
und Eisengehalt waren gewohnlich sehr niedrig. Die Sahli-Werte lagen 
oft zwischen 33 und 40, statt zwischen 50 und 60. Jedoch fanden wir 
auch einige Male bei Tieren, welche an Lecksucht litten, Sahli-Werte 
von 54 und 55. Der Eisengehalt des Vollblutes erkrankter Tiere war 
z. B. 20 bis 25 mg-%, derjenige von normalen Jungrindern und von 
Kiihen etwa 35 mg-%. Diese Werte stimmen mit etwa 6 bis 7 bzw. 
10,5° Hamoglobin iiberein. 


Die Erniedrigung des Trockensubstanzgehaltes ist also zum gréBten 
Teile oder ganz den niedrigen Hamoglobinwerten zuzuschreiben. Damit 
stimmt iiberein, daB der EiweiBgehalt des Plasmas der erkrankten 
Tiere gew6hnlich normal ist. 


Auf Grund des Befundes, daB bei diesen Tieren eine Animie vor- 
kommt und weil verschiedene Tatsachen — z. B. daB die Tiere auf Weiden 
von lecksuchtfreien Betrieben ziemlich schnell genesen — darauf hin- 
weisen, da man diese Krankheit als eine Mangelkrankheit betrachten 
mu, sind wir dazu iibergegangen, den Gehalt des Heues an Eisen, 
Kupfer und Mangan zu bestimmen. Das Heu von Lecksuchtwirtschaften 
enthielt etwa 2 bis 3 mg Cu pro Kilogramm; dann und wann weniger 
als 1 mg; einzelne Male 3 bis 5mg pro Kilogramm. Normale Wirt- 
schaften lieferten Heu mit 6 bis 12 mg; der Durchschnittswert war 
7,5 mg; einzelne Proben enthielten etwa 5 mg pro Kilogramm. Das 
Lecksuchtheu war also kupferarm. 


Der Eisengehalt der meisten Heuproben aus befallenen Betrieben 
war sehr wechselnd, und zwar zwischen etwa 12 und 40 mg-%. 


1 Wir machten direkte Na-Bestimmungen nach der von Dr. Dienske 
und dem Verfasser in dieser Zeitschr. 243, 396, 1931 mitgeteilten Modifika- 
tion der von Barber und Kolthoff angegebenen Methode. 

2 Das mikroskopische Blutbild untersuchten wir noch nicht. Die 
Blutproben waren dazu nicht frisch genug. 
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Hohe Werte kamen ziemlich oft im Heu von Moorbéden vor, was nicht 
wundernehmen kann, weil das Wasser der Graben oft sehr eisenhaltig ist. 
Nach Untersuchungen, welche in Neuseeland ausgefiihrt wurden, soll Gras 
mit 8 mg Fe in der Trockensubstanz bei Schaten Fisenmangelerscheinungen 
verursachen. Werte von I1 bis 12 mg-°,. welche wir in Heu von Satnd- 
béden einige Male fanden, legen also nicht weit von diesem Grenzwert 
entfernt. 

Auch der Mangangehalt war sehr wechselnd; oft war er hoch, 
d. h. zwischen 20 und 50 mg-°,: auch wurden 10 bis 20 mg-° gefunden. 

Die Resultate eines Versuchs, den wir mit einem Kaninchen an- 
stellten, machen es sehr unwahrscheinlich, daB hohe Manganwerte 
Lecksucht verursachen kénnen. Was in der Literatur tiber den EinfluB 
von Mangan auf den Organismus mitgeteilt wird, spricht auch nicht 
dafiir. 

Die Ergebnisse unserer Blutuntersuchungen veranlaBten mich, 
vorzuschlagen, die an Lecksucht leidenden Tiere mit Kupfersulfat oder 
mit diesem Salz und gleichzeitig mit einem Eisensalz zu behandeln. 
Letzteres geschah in der Hoffnung, dadurch die Genesung zu_be- 
schleunigen. 

Im Winter konnten schon 23 Tiere mit der Kupfer-Eisentherapie 
geheilt werden; im Sommer — also auf der Weide sind wenigstens 
80 Tiere genesen. Die meisten dieser Tiere erhielten nur schwefelsaures 
Kupfer. Nur bei sehr wenig Tieren verbesserte sich der Zustand nicht 
deutlich wahrnehmbar'?. 

Die FreBlust und auch das normale Grasen der Tiere kehrten 
zuriick, nachdem die Behandlung 2 bis 3 Wochen fortgesetzt war. 
Die anderen Symptome, namlich starke Abmagerung, diirres Haarkleid, 
besserten sich dann allmahlich und die normalen geschlechtlichen 
Funktionen (z. B. die Brunst) traten wieder auf. 

Diese Resultate weisen also auf Kupfermangel als Ursache dieser 
Krankheit hin. 

Da das Kupfer hier in einer anderen Weise eine heilende Wirkung 
ausiibte, z. B. auf die Mikroflora des Digestionsapparates wirkte, ist 
meines Erachtens nicht wahrscheinlich?. 

Mit Riicksicht auf die Anaimie der erkrankten Tiere muB noch erwahnt 
werden, da das Blut in der ersten Zeit der Krankheit noch einen ziemlich 


normalen Hamoglobingehalt besitzt und da8 bei der Heilung mittels Kupfer- 
sulfat schon deutliche Besserung eintritt, ohne daB die Zusammensetzung 


' Vielleicht waren das komplizierte Falle oder keine Lecksucht- 
patienten. Stark heruntergekommene Tiere genesen mit Kupfer nur sehr 
langsam. 

® Dagegen spricht z. B., daB die Tiere auch auf normalen Weiden 
besser werden. Es gibt Weiden, die hierfiir bekannt sind. Wir fanden im 
Gras dieser Weiden viel Kupfer, z. B. 20 bis 30 mg auf 1 kg Trockensubstanz. 
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des Blutes sich geaéndert hat’. Es scheint also, daB der Kupfermangel 
primar in einer anderen Weise den Organismus schadigt. 

Wir beschaftigten uns dann weiterhin mit der Frage, ob die als 
Urbarmachungskrankheit bezeichnete Krankheit der Getreidearten, 
welche, wie schon bemerkt wurde, in denselben Gegenden vorkommt, 
ebenso auf Kupfermangel beruht. Dazu untersuchten wir erstens, ob 
der Kupfergehalt von Gewachsen, welche an der Krankheit gelitten 
haben, niedrig ist, und zwar niedriger als derjenige von den mit schwefel- 
saurem Kupfer erfolgreich behandelten Teilen desselben Feldes. 

In Winterweizen (Korn mit Ahren), der auf einem kranken Boden 
gewachsen war, fanden wir 1,5 mg (dieser Weizen war krank und nicht mit 
Cu gediingt), gediingt mit 60 kg Kupfersulfat pro Hektar 3 mg, mit 120 kg 
4,5 mg Cu pro Kilogramm *. 

In krankem Roggen (Saat) fanden wir nur Spuren Cu (weniger als 
'mg) und im Roggen von einem anderen, mit Kompost gediingtem, 
Teile desselben Feldes 2 mg Cu pro Kilogramm. 

Kranker Hafer (Stroh) enthielt 4 mg, der mit Kupfersulfat gediingte 
Teil des Feldes lieferte Hafer mit 8 mg Cu pro Kilogramm. 

Wir kénnen aus diesen Resultaten schlieBen, daB die kranken 
Gewiichse sehr kupferarm waren und daB Diingung mit Kupfersulfat 
den Kupfergehalt erhéhte. 

DaB Kupfermangel als Ursache dieser Pflanzenkrankheit anzusehen 
sei, wurde auf Grund der Untersuchungen von Smith? in den letzten 
Jahren fiir unwahrscheinlich gehalten, weil dabei im Kompost kein 
Kupfer gefunden wurde und eine Kompostdiingung ein sehr gutes 
Mittel zur Vermeidung dieser Krankheit ist. Wir fanden jedoch in 
drei Kompostproben 200 bis 500mg Cu pro Kilogramm (feuchtes 
Material). Kine iibliche Kompostdiingung mit 50000 bis 80000 kg 
pro Hektar bringt also ebensoviel Kupfer in den Boden, als etwa 60 bis 
130 kg Kupfersulfat. Gewéhnlich verwendet man 50 bis 80 kg dieses 
Salzes pro Hektar. 

Bei der Kupferbestimmung wurde der Kompost mit H,SO, und H NO, 
im Kjeldahl-Kolben teilweise oxydiert, abgeraucht und dann in einem Ofen 
nicht héher als auf 450°C erhitzt, und in der mit HCl erhaltenen Lésung 


' Letzteres wurde nur mit einem Tiere festgestellt. Der Sahli-Wert 
war urspriinglich 35 und war, als das Tier schon als geheilt betrachtet wurde. 
noch ungefahr derselbe. Erst spéter stieg der Wert bis auf 50. 

* Im Stroh dieser drei Weizenproben fanden wir: 


ohne CuSO,.... . . 85mg Cu pro Kilogramm 
paid. CO ee CaO oie Bs CR v0 ap 
ab pp ae ee ey, ND ~ ee és 


Eine Erklarung fiir die kleine Differenz zwischen den beiden ersten Proben 
kann ich nicht geben. 
3 Doktorarbeit Wageningen 1927. 
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Kupfermangel als Ursache von Krankheiten. Ld 


das Kupfer mit H,S gefallt, schlieBlich wurde es nach Biasso mit KCNS, 
Pyridin und Chloroform kolorimetrisch bestimmt. Alle Chemikalien, welche 
benutzt wurden, waren kupferfrei. Es wurden Schalen aus Quarz und 
Gasbrenner aus Glas verwendet. 

Bemerkenswert war der hohe Gehalt des Kompostes an Eisen; wii 
fanden '/, bis 1 °,, Fe im feuchten Material. Es ist méglich, daB die Bedeutung 
einer Kompostdiingung fiir verschiedene Bodenarten zum Teil auch auf 
diesem hohen Eisengehalt beruht. 

Kiirzlich erschien eine Arbeit, welche unsere Ergebnisse iiber die 
Ursache der Urbarmachungskrankheit bestatigt. 

Dr. Brandenburg’ fand mittels Wasserkulturen von Hafer, daB die 
Krankheit auftrat, wenn die Lésung kupferfrei war, da®B ihr aber durch 
Zusatz von wenig Kupfer vorgebeugt wurde ®*. 

Wir glauben, daB unsere Ergebnisse darauf hinweisen, daB sowohl 
die Lecksucht als auch die Urbarmachungskrankheit auf Kupfermangel 
zurickgefiihrt werden mu. 

Unsere Feststellungen  betreffs der Urbarmachungskrankheit 
stiitzen unsere Auffassung iiber die Atiologie der Lecksucht. Auch wird 
es hierdurch wahrscheinlich, daB Kupfermangel im Viehfutter 6fter 
vorkommt, als man glaubt. 

Man darf meines Erachtens annehmen, daB die starken Diingungen 
auf diesen armen Bodenarten und die dadurch stark erhéhten Ernten 
eine Erschépfung an Kupfer und dann und wann auch an Eisen ver- 
ursacht haben. 

Senkung des Hamoglobingehaltes scheint bei dieser Krankheit 
nicht primar zu sein. Bei der Heilung scheint das Kupfer nicht sofort 
hamoglobinbildend zu wirken. Die primaéren Symptome erstrecken sich 
auf gestérten Appetit, bei der Kupfertherapie kehrt die FreBlust zuerst 
zuruck. 

Kupfermangel und Kupferzufuhr beeinflussen also zuerst den 
Appetit. Soweit mir bekannt ist, hat man bis jetzt die Bedeutung des 
Kupfers fiir den Organismus immer mit der des Eisens, also mit Oxy- 
dationsprozessen, in Verbindung gebracht. Wir werden versuchen fest- 
zustellen, ob das Kupfer auBerdem eine physiologische Wirkung besitzt. 
welche mit unseren Ergebnissen in Einklang steht. 

Da die Wirkung des Kupfersulfats einer Besserung der Mikro- 
flora des Magendarmtraktus zu verdanken sei, ist nicht wahrscheinlich : 
erstens weil dann Weiden, welche Lecksucht heilen, dieselbe Wirkung 
haben miissen; zweitens weil der Krankheit vorgebeugt wird, wenn die 


' Tydschrift over Plantenziekten, August 1933. 

2 Die Vertreter der Schimmeltheorie werden wohl verlangen, dali bei 
diesen Versuchen festgestellt wurde, daB die Cu-freien Nahrstofflésungen 
schimmelfrei blieben. 
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Tiere in der Weide Beifutter aufnehmen und drittens weil bei Lecksucht 
keine Verdauungsst6rungen wenigstens nicht im Anfang vor- 
kommen. 

Wir miissen hier noch erwahnen, daB das Gras der Weiden von Leck- 
suchtbetrieben nicht immer kupferarm war. 

Eine Erklirung kann dafiir jetzt noch nicht gegeben werden. Es ist 
im iibrigen deutlich, dab, wenn die Tiere im Friihjahr krank den Stall 
verlassen und nur sehr wenig Gras fressen, keine Genesung zu erwarten 
ist, auch nicht, wenn das Gras einen normalen Kupfergehalt besitzt. 

In den Lecksuchtgegenden wird allgemein angenommen, da die 
folgenden Generationen des auf einem Lecksuchtbetriebe gehaltenen 
Viehes stets mehr an dieser Krankheit leiden und sich stets schlechte1 
entwickeln. Wir hoffen bald in der Lage zu sein, zu untersuchen, ob 
die Kupferreserve dieser Tiere bei der Geburt kleiner als normal ist. 
DaB es Lecksuchtfaille geben kann, in denen Eisenmangel eine Rolle 
spielt, diirfen wir nicht als ausgeschlossen ansehen. Unsere Gras- und 
Heuanalysen weisen aber nicht mit Bestimmtheit in diese Richtung. 
In den letzten Jahren wurde wiederholt mitgeteilt, daB man in denselben 
Gegenden, wo Lecksucht vorkommt, keine Schafe mehr halten kann. 
Bei diesen sich nicht normal entwickelnden Schafen haben wir einige 
Male die Kupfertherapie mit sehr gutem Erfolg angewendet. Bis jetzt 
haben wir das Blut und den Harn der an Lecksucht erkrankten Tiere 
nicht untersucht, vielleicht wird der Kupfergehalt des Blutes oder des 
Harnes fiir die Feststellung der Diagnose von Bedeutung sein. Diingung 
der Weiden und Wiesen mit schwefelsaurem Kupfer wird wahrscheinlich 
das einfachste Mittel zur Vermeidung von Lecksucht sein. Eine vor- 
beugende Behandlung der Tiere ist bei Krankheiten wie Lecksucht 
vorzuziehen. 


, Die Analysen wurden hauptsiachlich von Dr. J. J. Vleeschhouwer 
und Herrn H. Hooghoudt ausgefiihrt, wofiir ich gern auch hier meinen 
Dank ausspreche. Herrn Tierarzt J. W.Thyn aus Exloo bin ich zu 
groBem Dank dafiir verpflichtet, daB er mir viele Blut- und Heuproben 
schickte und auf meine Bitte die Kupfertherapie zuerst anwendete. 
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Uber die Lichtabsorption 
von Oxy- und Kohlenoxydhimoglobin in neutraler Lésung. 
(Zugleich eine Richtigstellung. 


Von 


Vilma Sebesta und Alfred Herzog. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit hat der eine von uns (J. Sebesta) spektro- 
photometrische Untersuchungen tiber die Lichtabsorption von COHb 
mitgeteilt, die in neutraler (wdsseriger) Lésung ausgefiihrt worden waren'. 
Bald nach dem Bekanntwerden dieser Untersuchungen wurde das Institut 
von Herrn Prof. Haurowitz brieflich unter anderem darauf aufmerksam 
gemacht, daB auBer den in der genannten Mitteilung angefiihrten Literatur- 
angaben soleche von Newcomer und Kennedy iiber die Lichtabsorption 
von COHb vorliegen, wobei es sich ebenfalls um spektrophotometrische 
Untersuchungen handelt, die sich mit seinen? und auch den spektrometrischen 
Angaben der Literatur decken, von den am hiesigen Institut gewonnenen 
und in obengenannter Arbeit mitgeteilten Ergebnissen aber wesentlich, 
und zwar sowohl in bezug auf die Lage der Maxima als auch die Héhe der 
Kurve (etwa um 12 bis 15°.) abweichen. Nach Newcomer*® wiirden die 
Maxima bei 570 und 538 uy, nach Kennedy* bei 570 und 540 uy liegen, 
Befunde, die sich also mit den spéter erwihnten spektrometrischen Daten 
der Literatur vereinbaren lieBen, wahrend am hiesigen Institut die Maxima 
bei 566 und 537 wu gefunden worden waren, wobeci bemerkt sei, daf unter- 
dessen von dem anderen von uns (A. Herzog) am synthetischen COHb® 
in ebenfalls neutraler Lésung eine Lichtabsorptionskurve ermittelt wurde, 
die zu der hier am natiirlichen festgestellten im wesentlichen gleichlaufend 
verlief. 

Zu den erwahnten Unterschieden in den Versuchsergebnissen sei uns 
erlaubt anzufiihren, daB a) Newcomer und Kennedy nicht mit krist. COHb. 
sondern mit Blutlésungen arbeiteten, in die die Autoren nicht CO-Gas, 
sondern Leuchtgas einfiihrten; b) Kennedy die Lichtabsorption lediglich 
in Intervallen von 5 zu 5 uu bestimmte, also an einer an den Maximen 
ungeniigenden Zahl von Punkten; c) die Berechnung des Hii/nerschen 

1 V.Sebesta, diese Zeitschr. 260, 187, 1933. 

* F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 133, 1926. 

3 H.S. Newcomer, J. of biol. Chem. 37, 265, 1919. 

4 R. P. Kennedy, Amer. J. Physiol. 79, 346. 

5 A. Herzog, diese Zeitschr. 264, 423, 1933. 
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Quotienten bei Newcomer den Wert 1,15, bei Kennedy 1,19 ergibt, demmnach 
Zahlen, die von dem von Hiifner angegebenen und von uns friiher und 
jetzt wiederum gefundenen Werte von 1,10 zu stark abweichen; d) die 
Konzentration der untersuchten Loésung von Newcomer kolorimetrisch, von 
Kennedy gasometrisch nach van Slyke, in beiden Fallen also indirekt bestimmt 
wurde, wahrend am _ hiesigen Institut die Konzentrationsbestimmung 
gravimetrisch vorgenommen wurde. (Das die Ergebnisse der von den beiden 
Autoren verwendeten Methoden der Konzentrationsbestimmung mit jenen 
der gravimetrischen Methode differieren, ergibt sich aus einem Vergleiche 
der von den beiden Autoren am O,Hb erhaltenen Daten mit jenen P. Haris’, 
wobei sich ebenfalls teilweise bedeutende Differenzen zeigen, wahrend 
Ubereinstimmung zu erwarten ware); e) im Gegensatz zu den genannten 
Autoren und auch F’. Haurowitz im hiesigen Institut nicht sodaalkalische, 
sondern neutrale Lésungen von COHb untersucht wurden. 

Teils zur Aufklirung der Differenzen unserer friiheren Ergebnisse 
mit den angefiihrten Daten der Literatur, teils zur Nachpriifung unserer 
ehemaligen Untersuchungen haben wir letztere durch zwei Versuchs- 
reihen erginzt, in denen die Lichtabsorption von O,Hb und COHb in 
neutraler Losung an ein und demselben Versuchspraparat verglichen, 
die Lage der Maxima beim COHb an denselben Lésungen sowohl 
spektrophotometrisch als auch spektrometrisch untersucht und auBerdem 
auf Kinfliisse der Umkristallisation auf die Héhe der Lichtabsorption 
eingegangen wurde. Bei dieser Gelegenheit konnten auch die Ab- 
weichungen aufgeklairt werden, die sich zwischen den Lichtabsorptions- 
kurven am natiirlichen und synthetischen CO Hb an den beiden Punkten 
bei 585 und 576,6 wu ergeben hatten®, an denen ehemals am_natiir- 
lichen COHb die Werte nachtrdglich und nur an einer Lisung bestimmt 
worden waren. 

Versuchsmethodik. 

Fiir beide Versuchsreihen diente als Ausgangsmaterial kristallisiertes, 
nach Willstdtter-Pollinger dargestelltes O.Hb vom Pferd. Bei der Versuchs- 
reihe 1 wurde die eine Halfte der wasserigen Lésung eines solchen Praparates 
durch Alkoholzusatz und Stehenlassen in einer Kaltemischung in der 
iiblichen Weise zweimal umkristallisiert und die wasserige Lésung der 
ersten Auskristallisation und jeder der beiden Umkristallisationen spektro- 
photometrisch untersucht (Tabelle 1). In diese untersuchten O,H b-Lésungen 
wurde hierauf CO-Gas langsam perlend, unter 6fterem vorsichtigen Umriihren 
20 bis 30 Minuten lang eingeleitet und diese COHb-Lésung abermals der 
spektrophotometrischen Untersuchung unterworfen (Tabelle IT). In der 
Versuchsreihe 2 wurde die andere Halfte der wasserigen Lésung kristalli- 
sierten O,Hb durch Einleiten von CO-Gas sofort in COHb iiberfiihrt, diese 
COHb-Lésung dureh Zusatz von Alkohol und Stehenlassen in einer Kalte- 
mischung auskristallisiert und dieses kristallisierte COHb nach Lésen in 
destilliertem Wasser, abermaligem Einleiten von CO-Gas, durch Alkohol- 
zusatz und Stehenlassen in einer Kaltemischung noch zweimal umkristalli- 


! P. Hari, diese Zeitschr. 82, 248, 1917. 
2 A. Herzog, 1. c¢. 
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Tabelle I. 





Mitte des 
Spektral- 
aus- 
schnittes 


600,90 
599,0 
585,0 
580,0 
578,0 
576,0 
575,0 
574,0 
570,0 
566,0 
560,8 
558,0 
556,0 
551,0 
545,0 
542,0 
541,0 
549.0 
537.4 
535,0 
527.0 
520.0 


I. Kristallisation II. Kristallisation 
Mittel- Praparat 


Praparat 

¥ ‘i ul ‘ wert 7 I ll , wert 
0,070 | 0,935 0,053 0,048 0,049 | 0,948 
0,239 | 0,202 +0,216 0,210 0,212 0,211 

| 0,422 0,424 0,423 0,406 0.413 | 0,409 
| 0,676 0,688 0,682 0,655 0,685 | 0,670 
0,764 0,763 | 0,763 | 0,738 0,765 | 0,751 
0,815 0,822 0,818 | 0,781 0,819 | 0,80 
0,826 | 0,822 0,824 | 0,785 | 0,842 | 0,813 
0,826 | 0,810 | 0,818 0,783 0,832 | 0,807 
0,749 0,731 0,735 | 0,694 0,731 | 0,712 
0,617 | 0,596 | 0.697 | 0,A66 | 0,598 | 0,582 
0,511 | 0,485 0,498 0,458 0,493 | 0.475 

|| 0,501 0.450 0.490) 0,438 0,471 | 0,454 
| 0,503 , 0,470 | 0,486 | 0,449 . 0,488 | 0,468 
0.582 ° 0,558 | 0,570 0,595 0.556 | 0,539 
0,742 | 0,710 | 0,726 | 0,682 0,729 | 0,705 
0,806 | 0,765 | 0,785 | 0,730 | 0,784 | 0,757 
0.803 0,774 0,788 , 0,724 0,786 | 0,755 
0.804 0,772 | 0,788 | 0,724 | 0,778 | 0,751 
0,796 0,764 | 0,789 | 0,689 0,775 | 0,782 
0,771 | 0,731 | 0,750 | 0645 0,746 | 0,695 
0,554 | 0,540 0,547 | 0,521 | 0,549 | 0,535 
0,388 0,381 0°384 0,434 0,395 | 0,414 


Tabelle II. 


__ Mittel- 


Ili. Kristallisation 


Praparat 


' 
; | Mittel- 
I ll | wert 

0,072 0,065 0,068 
0,220 | 0.223 0,221 

0.405 | 0.407 0,406 
0.652 0.667 0,659 
0,722 | 0,748 0,735 
0,762 0,793 0,777 
0,761 | 0,801 0,780 
0,746 | 0,794 0,770 
0668 0,708 0,688 
0.557 | 0.577 0,567 
0,467 0,483 0,475 
0.440 0,451 0,445 
0449 0464 0,456 
0511 | 0,527 0.519 
0,630 | 0,661 0,645 
0.681 0,709 0,695 
0.687 0,712 0,699 
0,674 | 0,711 | 0,692 
0,668 0,688 0,678 
0.647 0.666 0,656 
0,506 | 0,517 0,511 

0,406 | 0,392 0,399 











Mitte des 
Spektral- 
aus- 
schnittes 
uu 


593,4 
585,0 
576.6 
573,5 
570,5 
569.0 
567,5 
566,0 


Sw 


_| Mittel-}| =~ “"* Mittel- 

I ll wert I ll wert 
0,121 0,185 | 0,128 | 0,122 , 0,118 0,120 
0,250 0,266 0,258 0,249 0,244 0,246 
0,506 0,544 | 0,525 0,597 0,509 0,508 
0,622 0,663 | 0,642 | 0,634 0,606 0,620 
0,716 | 0,759 | 0,737 | 0,718 | 0,721 | 0,719 
0,745 0,798 | 0,771 0,753 | 0.743 | 0,748 
0,770 0,816 | 0,793 0,762 0.762 | 0,762 
0,773 0,839 | 0,806 0,774 0,766 | 0.770 
0,761 0,827 | 0,794 0.776 0747 0,761 
0,723 0,771 | 0,747 (0,781 = 0,703 | 0.717 
0,665 0,716 0.699 0,684 0,656 0,670 
0.658 0,691 0,674 0,658 09,627 | 0,642 
0,643 0,695 0,669 | 0,652 | 0,622 0,635 
0,658 | 0,702 0,680 6,672 0,634 | 0,653 
0,710 0,759 0,734 0,795 0,681 | 0.693 
0.772 0,826 | 0,799 0,775 0,751 | 0,763 
0,80L 0,838 | 0,818 0,793 0,775 0,784 
0,801 0,863 | 0,833 0,796 0,774. 9,785 
| 0,786 0.851 | 0,818 0,799 0,783 0,791 
| 0,692 0,729 0.710 0,695 0,660 0,677 
| 0,844 0,403 | 0,373 0,340 0,366 0,353 


Priiparat 


I. Kristallisation II. Kristallisation 


Priiparat 





III. Kristallisation 


Priiparat 


Mittel- 
I Il wert 

0,991 0116 0,103 
0,214 0,229 0,221 
0,469 0,445 0.452 
0.574 0,559 | 0,562 
0660 0,644 | 0,652 
0,689 0,672 | 0.680 
0,715 | 0.694 | 0,704 
0,715 0,702 | 0,708 
0695 0,689 0.692 
0,661 0,661 0,661 
0,608 0,612 0.610 
0,593 0,604 | 0,598 
0,592 0,691 0,596 
0,697 0,608 | 0,607 
0,651 0,659 | 0,655 
0.719 0,729 | 0,719 
0,734 0,714 | 0,724 
0,731 9,738 0,734 
0,748 0,735 9,741 
0,645 0,649 0.647 
0,352 0,377 0,364 
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Tabelle LI. 








so I. Kristallisation If. Kristallisation ILI. Kristallisation 
Spektral- aie 
aus- * ars » re ars a t are . 
eahntitie Priiparat __. Mittel- I riparat = Mittel- ||__ _Praparat __) Mittel 
we | ll wert | TT wert I Il wert 


593,4 0,120 0,117 0,118 0,125 | 0,105 | 0,115 | 0,121 | 0,118 | 0,119 
585,0 0,262 0.258 0,260 | 0,260 0,238 0.249 0,255 | 0,256 | 0,255 
576,6 0,539 0,516 0,527 0,522 0,593 0.512 | 0,513 | 0,527 | 0,520 
573,5 0,664 0,636 (0,659 || 0,657 0,616 | 0,636 | 0,621 0,650 0,635 
570,5 0,757. 0,767 -0,762 || 0,752 0,729 0,740 0,715 0,744 | 0,729 
569,0 0,798 0,778 0,788 | 0,783 0,753 | 0,768 | 0,745 0,782 | 0,763 
567,5 0,821 0,796 0,808 | — | 0,773 | 0,773 | 0,772 0,798 | 0,785 
566,0 | 0,830 0,800 0,815 | 0,808 0,775 0,789 | 0,802 0,807 | 0,804 
563,3. 0,817 0,779 (0,798 | 0,792 0,757 0,774 | 0,786 0,793 | 0,789 
560.8 0,779 0,742 0,760 | 0,759 0,729 0,744 0,743 0,748 | 0,745 
556,6 0,709 0,680 0,694 | 0,684 0,669 0,676 | 0,686 0,691 0,688 
554.2 0,689 0,656 0,672 || 0,681 | 0,646 0,663 | 0,662 0,662 0,662 
551.7 0,674 0,653 | 0,663 | 0,665 0,634 | 0,649 | 0,645 0,663 0,654 
549.2 | 0,692 0,670 | 0,681 | 0,677 0,640 0,658 | 0,660 0,670 0,665 
544.7 | 0,738 0,723 | 0,780 | 0,742 | 0,709 | 0,725 | 0,729 | 0,731 | 0,730 
540,2 0,813 0,786 | 0,794 || 0,799 | 0,783 0,791 || 0,790 0,799 | 0,794 
538.0 0,823 0,811 | 0,817 | 0.818 0,804 0,801 0,812 0,824 0,818 
537,4 0,835 0,806 | 0,820 | 0,805 0,816 0,810 0,805 0,818 0,811 
534,8 0.827 0,804 | 0,815 | 0,811 0,792 , 0,801 | 0,797 0,821 0,809 
527.7 0,707: 0,693 | 0,700 | 0,701 | 0,688 0,694 0,699 0,703 0,701 
509.2 | 0,365 0,356 | 0,360 | 0,391 | 0,362 | 0376 0,402 0,350 0,376 


siert. Die wasserigen Lésungen jeder dieser Kristallisationen von COHb 
wurden spektrophotometrisch (Tabelle III) und gleichzeitig auch spektro- 
metrisch untersucht. CO-Gas wurde hier vor der ersten Auskristallisation 
'/, Stunde und vor jeder Umkristallisation '/, Stunde eingeleitet. Alle 
untersuchten Lésungen waren klar. 

Die Bestimmung der Konzentration der untersuchten Lésungen und 
die spektrophotometrischen Untersuchungen wurden in der friiher be- 
schriebenen Weise ausgefiihrt!. Bemerkt sei, da das verwendete Spektro- 
photometer vor 3 Jahren in derselben Werkstatte, in der es ehemals erzeugt 
worden war, neu justiert und nach dem Vorgange von G. Neuwmann® neu 
kalibriert wurde. Das CO-Gas war wie friiher gewonnen', bei diesen Unter- 
suchungen aber nicht in einer Waschflasche mit destilliertem Wasser, 
sondern in einer solehen mit 5°%iger NaOH gewaschen worden. Die bei 
den spektrophotometrischen Untersuchungen gewonnenen Werte sind in 
die Tabellen als spezifische Extinktionskoeffizienten eingetragen. 

Zu den spektrometrischen Untersuchungen diente ein Zetsssches 
Gitterspektroskop, dessen Kalibrierung neu nachgepriift worden war. 


Versuchsergebnisse. 
1. Lage der Maxima. 
Beim O,Hb (Tabelle I) ergeben sich die Maxima bei 575,2 und 
541,3 uy und das falschlich so genannte Minimum bei 557,5 wu. 


1 V. Sebesta, 1. c. 
2 G. Diese Zeitschr. 208, 248, 1932. 
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P. Hari fand die Maxima von O,Hb bei Untersuchung in neutraler 
ind sodaalkalischer Lésung gleich gelegen und gibt, iibereinstimmend mit 
ins, aus seinen zahlreichen Untersuchungen die Maxima im Mittel bei 
575,6 und 540,4 und das Minimum bei 558,1 uy an!. Mit dieser Lage der 
Maxima beim O,Hb decken sich auch die bekannt gewordenen spektro- 
photometrischen Untersuchungen anderer Autoren, Newcomer, 1. c., 
Kennedy, 1. ¢. 

Die spektrophotometrischen Untersuchungen am COHb (Tabelle I 
und III) zeigen in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Befunden am 
natiirlichen und synthetischen COHb durchwegs die Maxima bei 566 
und 537 wu und das Minimum bei 551 wu. 

Mit diesen Ergebnissen decken sich noch am ehesten die Angaben 
von Hagenbach und Strub?, die bei ebenfalls spektrophotometrischer Unter- 
suchung die Maxima bei 567,5 und 538 uy fanden; es laBt sich aber gegen 
diese Untersuchungen, abgesehen davon, dai die genannten Autoren 
ebenfalls mit Blutlésungen arbeiteten, noch der Einwand erheben, daB 
die verwendeten Lésungen triib waren. 

Trotzdem unsere Versuchsanordnung und die Konstanz unserer 
Versuchsergebnisse an der Richtigkeit der von uns gefundenen Lage 
der Maxima nicht zweifeln lieB, haben wir zu ihrer naheren Charakteri- 
sierung die in der Versuchsreihe 2 verwendeten Lésungen auch spektro- 
metrisch untersucht und die so festgestellten Maxima (Mitte der Streifen) 
in der folgenden Zusammenstellung gleichzeitig mit den in der Literatur 
bekannten Angaben angefiihrt. 





Priparat Kristallisation «-Streifen 8-Streifen 
I J bei 571,1 wy bei 535,6 uy 
J I] = FUP » 5336,0 , 
I Ill » Mee « o. UU 
II I OFL.k % » 000.6 , 
II II >» Maks » 536,1 , 
II Il = ees ,» 536,0 , 
Mittelwert: 571,2 wu 535,8 pu 
Gefunden von: 
Hoppe-Seyler*. . . bei 572 wy bei 536 uu 
Lewin, Miethe und 
Benger"... > wees -_ oe 
Jéderholm*** . . . . OO = a: ee 
Formdanekt . . . . Pi 2 ae » 537.4 


* F. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 496, 1889; zit. nach Hoppe-Seyler- 
Thierfelders Handb. d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 12. Aufl., 1924, S. 527. 
** L. Lewin, A. Miethe u. E. Stenger, Ptliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 80, 1907. 
*** 4. Jdderholm, Nordisk, medizinsk Archiv 6, Nr. 11 u.12; zit. nach Jahresber. f. Tier- 
chem. 4, 102, 1874. 
t¢ J. Formanek, Zeitschr. f. anal. Chem. 40, 501, 1901; zit. nach Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. 6, 118, 1928. 


1 P. Hari, diese Zeitschr. 82, 250. 1917; 95, 262, 1919. 
2 A. Hagenbach u. J. Strub, Arch. de la soc. phys. et nat. 7, 222, 1925; 
zit. nach Ber. ti. d. ges. Physiol. u. exper. Pharm. 37, 133, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 267. 11 
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Aus der Ubereinstimmung der Ergebnisse unserer spektrometrischen 
Untersuchungen mit jenen der Literatur, weiterhin aus der Uber 
einstimmung unserer spektrophotometrischen Untersuchungen am 
O,Hb mit jenen anderer Autoren dirfen wir folgern, daB die von uns 
angegebene Lage der Maxima des COHb bei spektrophotometrischer 
Untersuchung richtig ist. Dab derartige Differenzen zwischen ‘spektro 
metrischer und spektrophotometrischer Untersuchung wie — beim 
x-Streifen auftreten kénnen, ist bekannt (H.Gombos!) und ist hie: 
sehr schén aus dem Kurvenverlauf am «-Streifen zu erkliren (s. Abb.) 


2. Hohe der spezifischen Extinktionskoeffizienten an den Maximen. 

Im Gegensatz zur Lage der Maxima fand nun P. Hari beim O,H} 
in der Héhe der spezifischen Extinktionskoeffizienten Abweichungen, } 
nachdem er in neutraler oder sodaalkalischer Lésung untersuchte, und zwai 
waren die Werte bei Untersuchungen in ersterer vornehmlich am Minimum 
zwischen den beiden Streifen und am Maximum des /-Streifens im Mitte! 
um 1!/, bis 2% tiefer, wobei aber die Differenzen ziemlichen Schwankungen 
unterlagen. Im Gegensatz zur Untersuchung in sodaalkalischer Lésung 
waren so die spezifischen Extinktionskoeffizienten am Maximum des 
/-Streifens tiefer als an dem des «-Streifens®. Diese geringere Absorption 
am /-Streifen bei Untersuchung in neutraler Lésung bezog P. Hari aut 
Ubergang in Methimoglobin, da der Autor bei Untersuchung von O,Hb 
in neutraler Lésung eine stirkere Absorption im Rot feststellte als bei Unter- 
suchung in sodaalkalischer Lésung. Dieser Auffassung kénnen wir uns 
nicht anschlieBen, da bei Ubergang in Methaimoglobin auBer starkerer 
Absorption im Rot umgekehrt eine ausgiebigere Senkung der Lichtabsorption 
am a-Streifen als am /-Streifen und auBerdem eine Violettverschiebung 
der Maxima zu erwarten ist. Des weiteren erwahnt derselbe Autor, daf 
der f-Streifen verindernden Einfliissen gegeniiber empfindlicher ist und 
sich rascher senkt als der «-Streifen®. Mit diesen Angaben P. Haris stimmen 
unsere Ergebnisse am O,Hb iiberein (Tabelle I); es liegen in der ersten 
Kristallisation die Werte innerhalb der von dem genannten Autor ge- 
fundenen Grenzwerte, und zwar liegt das Maximum des /-Streifens gegen- 
iiber dem des «-Streifens bei Praparat 1 um 2!/,, bei Préparat 2 um 6° 
tiefer. Beim Praparat | tritt schon in der zweiten, beim Praéparat 2 erst in 
der dritten Kristallisation eine erhebliche Senkung der ganzen Kurve ein. 
die wohl auf Einfliisse bei der Umkristallisation und Aufbewahrung zuriick- 
gefiihrt werden darf und beim /-Streifen stdrker in Erscheinung tritt als 
beim «-Streifen. 

Die spezifischen Extinktionskoeffizienten der COHb-Lésungen der 
Tabelle II zeigen an den Maximen ungefahr die gleiche Héhe wie die der 
entsprechenden O,Hb-Lésungen, doch weist hier das Maximum des 
B-Streifens im Gegensatz zu letzteren héhere Werte auf als das des 
x-Streifens, und es tritt hier die Senkung bei der zweiten und dritten Kristalli- 
sation ebenfalls gegensatzlich zu dem Verhalten der O,Hb-Lésungen an 
beiden Streifen und am Minimum zwischen den _ beiden  Streifen 


gleichmaBig auf. 


1 H.Gombos, diese Zeitschr. 151, 11, 1924. 
2 P, Hari, ebenda 95, 260, 1919; 82, 276, 1917. 
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Da fiir die einander entsprechenden Praparate und _ Kristalli- 
sationen in den Tabellen I und II die gleichen Konzentrationswerte 
gelten, der Versuchsfenler bei getrennter Konzentrationsbestimmung 
also wegfallt, und die spezifischen Extinktionskoeffizienten der ersten 
Kristallisation am O,Hb mit jenen P. Haris iibereinstimmten, dirfen 
wir folgern, daB die Werte der COHb-Lésungen in Tabelle II, die durch 
Einleiten von CO-Gas in die Lésungen erster Kristallisation von O,Hb 
hergestellt worden waren, die richtige Hohe der Lichtabsorption des CO Hb 
bei Untersuchung in neutraler Lésung wiedergeben. Die tieferen Werte 
der zweiten und dritten Kristallisation erkliren sich aus den ebenfalls 
tieferen Werten der gleichen Kristallisationen von O,Hb. 


In der gleichen Weise zeigen auch die COHb-Lésungen der Versuchs- 
reihe 2 (Tabelle III) am Maximum des /-Streifens héhere Werte als am 
z-Streifen. Die Hohe der spezifischen Extinktionskoeffizienten bleibt 
hier aber durch alle drei Kristallisationen gleich und entspricht jener der 
ersten Kristallisation in Tabelle I]. Es scheint demnach das kristallisierte 
COHb gegeniiber den die Extinktion verindernden Einfliissen widerstands- 
fahiger zu sein als O,Hb. 

Ein Vergleich der friiheren Priparate 3 vom Pferd und Priparate | 
und 3 vom Rind von natiirlichem COHb* mit diesen neueren Unter- 
suchungen ergibt in bezug auf Héhe der spezifischen Extinktionskoeffizienten 
Ubereinstimmung. Die iibrigen Praparate hingegen weisen an den Maximen 
gegentiber den neueren Untersuchungen durchwegs etwas zu tiefe Werte 
auf, so da der Unterschied an den Maximen bei den Praparaten vom 
Pferd mit den neuen Untersuchungen im Mittel 5°, betragt. Die Mittelwerte 
der drei Priparate vom Rind aber entsprechen, abgesehen von einer un- 
bedeutenden Differenz am Maximum des «-Streifens. im wesentlichen den 
neuen Untersuchungen, die am Pferd ausgefiihrt worden waren. Hin U'nter- 
schied in der Hohe der Lichtabsorption beim COHb zwischen Pferd und Rind, 
wie er aus den friiheren Untersuchungen hervorzugehen schien, ist somdt 
nicht nachweisbar. Die Ursache der oben genannten Differenz von 5°, 
darf viellecicht auf einen EinfluB fliichtiger Ameisensaure bei der C O-Gasdar- 
stellung bezogen werden, das bei den fritheren Untersuchungen, wie erwahnt, 
nicht durch Lauge, sondern durch destilliertes Wasser gewaschen worden 
war. Gegeniiber unseren neueren Untersuchungen liegen aber die Werte 
von Newcomer (1. c.), Kennedy (1. ce.) und Haurowitz' immer noch um einige 
Prozent héher. Wir glauben nicht fehlzugehen, wenn wir die Ursache dieser 
Unterschiede im Rahmen der friiher erwaihnten Einwande vornehmlich 
in der Reaktion des Lésungsmittels erblicken, das in unserem Falle neutral, 
bei den genannten Autoren aber sodaalkalisch war, wobei auf dhknliche 
Unterschiede bei den anderen Hdmoglobinmodifikationen hingewiesen sei °. 

Der graphischen Darstellung der Lichtabsorption von COHb waren 
bei den friiheren Untersuchungen irrtiimlicherweise an Stelle der richtigen 

* V. Sebesta, 1. c. 

' F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 133, 1926. 

2 Spektrophotometrische Untersuchungen sodaalkalischer Lésungen 
von COHb werden im Zusammenhang mit einer anderen Arbeit von cinem 
Institutskollegen mitgeteilt. 


* 
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Mittelwerte der Praparate vom Rind die um 5°, zu tiefen Mittelwerte von 
Pferd zugrunde gelegt und diese Kurve tiberdies mit der Lichtabsorptions 
kurve von O,Hb in sodaalkalischer Lésung von P. Hari statt mit eine: 
solchen in neutraler Lésung verglichen worden. 

Auf der neuen Abbildung stellt nun die Kurve 1 die Lichtabsorptio: 
des O,Hb, die Kurve IT die des COHb, beide in neutraler Lésung, dai 
wobei zu diesen beiden Kurven in richtiger Weise die Mittelwerte de 
ersten Kristallisation der Tabellen I und II verwendet wurden. 1 
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Lage der beiden Kurven entspricht den von Rost, Franz und Heise spektro- 
graphisch festgestellten Unterschieden in der Lichtabsorption von O,Hb 
und COHb'. Wie die friihere, so zeigt auch diese Kurve von COH) 
keine ausgesprochene Maximen, sondern flache Kuppen. Die gestrichelte 
Kurve III, die gegeniiber den beiden anderen nach oben verschoben ist. 
stellt die Lichtabsorptionskurve synthetischen COHb dar, die in der 
gleichen Weise, wie friiher, auf die Werte der neuen Kurve natiirlichen 
COHb umgerechnet wurde? und zu der jetzt auch die Kurve des natiir- 
lichen COHb an den beiden Punkten bei 585 und 576,6 wu gleichlaufend 
verlduft. 
3. Hiifnerscher Quotient. 

Den geauBerten Auffassungen tiber die Lichtabsorption von O,H} 
und COHb entsprechen auch die Hiifnerschen Quotienten, die in de 
folgenden Zusammenstellung angegeben sind: 


1 Rost, Franz u. Heise, Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsam! 
82, 1909. 
2 A. Herzog, |. c. 
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Kristalli- Tabelle I (QO. Hb) Tabelle II (COHb) Tabelle II (CO Hb) 
— Priparat I Priparat II Priiparat I “Priparat Il | Pra&parat 7 Priparat Il 
I 1,56 1,57 1,11 1,12 1,07 1,09 
II 1,50 1,57 1,08 1,10 1,06 1,12 
Il 1,43 1,42 1, 1,12 1,09 1,09 


Die Quotienten der ersten Kristallisation von Praparat [ und der 
ersten und zweiten Kristallisation von Praparat IL von O,Hb liegen im 
Rahmen der von friiheren Autoren sowohl bei sodaalkalischer als auch 
neutraler Lésung gewonnenen und bekannten Werte!, die anderen drei 
sind Ausdruck der am /)-Streifen starkeren Abnahme der Lichtabsorption. , 
DaB sich beim Hiifnerschen Quotienten zwischen sodaalkalischer und 
neutraler Lésung von O,Hb keine nennenswerte Differenz ergibt, erklart 
sich aus dem prozentual ziemlich gleichen Unterschied in der Lichtabsorption 
an den Hiifnerschen Stellen in derartigen Lésungsmitteln. ; 

Die Quotienten der Untersuchungen tber das COHb zeigen un- 
gefahr die gleichen Werte und ergeben den verlangten Mittelwert von 1,10. 
Die gleichbleibenden Werte aus der Tabelle I] im besonderen und die 
Werte der friiheren Untersuchungen vom Pferd, die trotz der um 5°% 
niedrigeren Kurve auf den richtigen Wert von 1,10 lauteten, erklaren 
sich aus der gleichmaBigen Senkung der ganzen Kurve. Infolgedessen 
gilt fiir den Hiifnerschen Quotienten des COHb die Einschrankung, 
daB der Wert von 1,10 nur ein Charakteristikum der richtigen Lage, nicht 
aber gleichzeitig auch der richtigen Hohe der Kurve darstellt. 


4. Absorptionsverhdltnis. 

Fiir das Absorptionsverhdltnis (Vierordt) miissen sich beim O,Hb 
im Kinklang mit der Tatsache, daB die spezifischen Extinktions- 
koeffizienten bei Untersuchung in neutraler Lésung im Zwischenraum 
zwischen den beiden Maximen und am Maximum des /-Streifens 
daher auch an den Hiifnerschen Stellen, an denen ja das Absorptions- 
verhaltnis berechnet wird — tiefere Werte zeigen als bei Untersuchung 
in sodaalkalischer Lésung, umgekehrt bei Untersuchung in neutraler 
Losung héhere Werte ergeben als bei Untersuchung in letzterer. In 
Ubereinstimmung mit dieser Voraussetzung fiihrt die Berechnung aus 
den Versuchsergebnissen der beiden Praiparate der ersten Kristallisation 
in Tabelle I an der Spektralstelle 560,8 uy zu einem Mittelwert fiir 
das Absorptionsverhaltnis von 0,00201, an der Spektralstelle 537.4 wu 
zu einem solchen von 0,00129. Bei Untersuchung in sodaalkalischer 
Losung fand P. Hari? die Werte 0,00188 bzw. 0.00117, £. E. Butter- 
field? 0.00187 bzw. 0,00119, Hiifner hingegen 0,00207 und 0,00131. 


1 P. Hari, diese Zeitschr. 82, 263, 1917; 95, 260, 1919. 
2 P. Hari, ebenda 82, 254, 1917. 
3 BE. E. Butterfield, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 1909. 
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fiir das CO Hb in neutraler Lésung berechneten wir unter Zugrunde 
legung der Untersuchungsergebnisse der ersten Kristallisation 1 
Tabelle Il und samtlicher Kristallisationen in Tabelle II] fiir das 
Absorptionsverhaltnis an der Spektralstelle 560,8 wy den Wert 0,00133 
(Schwankungsbreite von 0,00128 bis 0,00138) und an der Spektral 
stelle 537,4 uu den Wert 0.00122 (Schwankungsbreite von 0,001 16 
bis 0,00124). Hiifner fand die Werte 0,00138 und 0,00126. Die in de: 
friiheren Arbeit des einen von uns angegebenen Werte von 0,00143 
und 0,00130* erklaren sich aus der damals erfolgten irrtiimlichen 
Zugrundelegung der erwahnten zu tiefen spezifischen Extinktions 
koeffizienten. 


* V. Sebesta, |. ec. 
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Zur Kenntnis der Wirkungen der Metalle auf Fermente. LD. 


Von 
Martin Jacoby. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit, Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1933.) 


Die bisher beschriebenen Metallvergiftungen der Urease wurden 
durch das Zustandekommen von inaktiven Komplexverbindungen 
des Ferments erklart. Dafiir sprach, abgesehen von den quantitativen 
Beziehungen, die Tatsache, da man die Fermentwirkung durch Sub- 
stanzen, welche mit den betreffenden Metallen Komplexverbindungen 
eingehen, reaktivieren kann. Durch Untersuchungen von Th. Bersin 
und W. Logemann? ergibt sich nun die Méglichkeit, daB Metalle Fermente 
durch katalytische Aktivierung der Autooxydation der Fermente 
inaktivieren. Herr Dr. Bersin hatte die Freundlichkeit, mich auf diese 
Moglichkeit auch direkt hinzuweisen. Die Autoren haben festgestellt, 
daB Selen in geringen Spuren Autooxydationen katalysiert. Ich habe 
nun untersucht, ob Selen die Urease inaktiviert. Wesentlich ist dabei, 
ob die etwa vorhandene Seleneinwirkung durch Komplexbildung mit 
Stoffen wie Cyankalium verhindert wird. Denn dann mu8 man an- 
nehmen, daB eine Zerstérung des Ferments durch Oxydation nicht 
in Frage kommt. 

Nachdem wir zunichst festgestellt hatten, da durch Selen- 
verbindungen eine irgendwie erhebliche Einwirkung auf die Urease 
nicht stattfindet, haben wir dann direkt untersucht, ob metallisches 
Selen Urease inaktiviert, wenn man nach stattgehabter Metalleinwirkung 
Cyankalium mit dem Ferment zusammenbringt. Zunachst entfernten 
wir das ungeléste Metall und setzten der Lésung Cyankalium zu. Wenn 
unter diesen Umstinden die volle Ureasewirkung nachher erkennbar 
war, so war auszuschlieBen, daB Ferment durch Oxydation zerstért 
worden war. Die Versuche ergaben das eindeutige Resultat, daB die 
Fermentwirkung quantitativ erhalten blieb. Es ist also vorlaiufig kein 
Hinweis auf eine neue Form der Ureaseinaktivierung gegeben, und es 
bleibt zunichst dabei, daB die Metallinaktivierungen der Urease durch 
die Entstehung von Urease—Metallkomplexen zu erklairen sind. Es 
kann nicht verwundern, da sich zwischen den einzelnen Fermenten 


1 1. und II. Mitteilung: diese Zeitschr. 259, 211, 1933; 262, 181, 1933. 
2 Liebigs Ann. 505, 1, 1933. 











168 M. Jacoby. 


Unterschiede ergeben, da die Konstitution der Fermente und_ ihre: 
aktiven Gruppen sich ohne Zweifel voneinander unterscheidet. Jede: 
Fall muB eben einzeln untersucht werden. 

Fiir die Urease, deren Verhalten zu Metallen vielleicht besonders 
genau untersucht ist, schien es uns, wie wir schon erwahnten, a prior: 
nicht wahrscheinlich, daB die bei anderem Material von Bersin ge 
fundene irreversible, oxydative Zerstérung zustande kommt. Ab 
gesehen von anderen Griinden spricht fiir diese Ansicht auch die Tatsache. 
daB nach Sumner die Ureasekristalle nicht eine aktive S H-Gruppierung 
besitzen, wie man sie nach Bersin annehmen miiBte. 

Zur Priifung der Frage, ob eine oxydative, irreversible Zerstéruny 
der Urease zustande kommt, schienen nach der Arbeit von Bersin und 
Logemann Selenversuche am _ geeignetsten. Neben Versuchen mit 
Selenverbindungen, auf deren Wiedergabe wir verzichten, haben wi: 
besonders Versuche mit metallischem Selen gemacht. 


Versuchsbeispiele. 


240 mg Urease (Jackbean) werden in 90 cem  Phosphatmischung 
(m/3, Pu 7) gelést, die Lésung wird filtriert. Sie ist so eingestellt. dal 
eine Abschwichung durch Selen sich durch Abnahme der prozentualen 
Harnstoffspaltung zeigen miiBte. Es ist also ein zu groBer UberschuB an 
Ferment vermieden. Zwei Portionen von je 25cem der Lésung werden 
in Kolben von 50cem Inhalt getan. In dem einen Kolben befindet sich 
5,8 mg Selen (reinst, fein gepulvert). Beide Kolben werden | Stunde bei 
Zimmertemperatur geschittelt. Dann werden die Loésungen zentrifugiert. 
Gepriift werden je 10 cem der einzelnen Lésungen, denen je ! cem 3 my 
(‘vankalium zugefiigt wird. 

Es wird Harnstoff gespalten : 

Mit Selen 95,9 
98,2 


Ohne Selen 98,7 | 


98.90 
99.2 | 98,9 


} 97.0%. 


Derselbe Versuch, mit dem Unterschied, daB bei py 6,5 geschiittelt 
wird und py 7 erst nach dem Schiitteln hergestellt wird. Selen 6,5 mg 
Es wird Harnstoff gespalten: 
Mit Selen 98,5 | 99,0. Ohne Selen 98,9 } 98,9°,. 
99,5 | 99.0 | 
Derselbe Versuch, Schiitteln bei py 7.73, Selen 8,0 mg. 
Es wird Harnstoff gespalten: 
Mit Selen 98.5 } 99.1%. Ohne Selen 99.5 | 99.5° 
99,7 | 99,6 | 


or 


Es ist also mit Sicherheit erwiesen, dai} metallisches Selen beim 
Schiitteln der Urease mit Luft keine irreversible, oxydative Zerstérung 
der Urease bewirkt. Vorléufig mu8 man also annehmen, daB die Metall- 
inaktivierungen der Urease durch das Zustandekommen von inaktiven 
Komplexverbindungen ihre Erklarung finden. 
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Nahrwert von Schimmelpilzmycel. 


Von 


J.T. Skinner, W. H. Peterson und H. Steenbock. 


(Aus der Abteilung fiir Agrikulturchemie der Universitat zu Wisconsin, 
Madison. ) 


(Eingegangen am 22. September 19335.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Vom Standpunkt der Ernahrung aus ist das Interesse an Schimmel- 
pilzen bisher vor allem auf zwei Probleme beschrankt geblieben: Er- 
zeugung von Nahrungsmitteln mittels erwiinschter Pilzsorten, z. B. das 
Reifen gewisser Kasesorten oder Wachstumsverhiitung dieser Organismen 
auf Nahrungsmitteln und Futterstoffen. Die Arbeit von Church und 
Buckley (1) zeigt, daB diese Organismen mehr wegen ihrer Einwirkung 
auf Nahrungsmittel als wegen ihrer Giftigkeit unerwiinscht sind. Wegen 
der nahen Gattungsverwandtschaft zwischen Schimmelpilzen und 
anderen niederen Formen des Pflanzenlebens, z. B. Hefen und Pilzen, 
die eine Rolle in der menschlichen Ernahrung spielen, ist ein Studium 
ihres Nahrwertes von Wichtigkeit. Mit Ausnahme einiger qualitativer 
Versuche tiber den Vitamingehalt von Schimmelpilzmycel [(2) bis (5)] 
ist wenig auf diesem Gebiet gearbeitet worden; eine Tatsache, die 
vielleicht den Schwierigkeiten zuzuschreiben war, geniigende Mengen 
Material fiir Fiitterungsversuche zu ziichten. Soweit die Autoren sehen, 
hat nur ein Forscher, Takata (2), eine solche Untersuchung angestellt. 

Er ftitterte 200 Tage lang das getrocknete Mycel von A. oryzae als 
einzige Stickstoffquelle an drei Gruppen Ratten. Bei der niedrigsten Dosis, 
namlich 30°, Pilzmycel, die 15°, Protein enthielt, hérte das Wachstum 
der Ratten auf. Wenn der Mycelgehalt der Ration 40°, war, erreichten 
sie in 3 Monaten Gewichte, die zwischen 176 und 193 g¢ schwankten. Bei 
50°. erreichten sie innerhalb 2 Monaten ein Gewicht von 200 g. Dann aber 
nahm das Wachstum ab. Quantitative Versuche von Takata zeigen, dab 
Ratten 80°, und mehr des Pilzstickstoffs verdauen. 

Da die Kenntnisse iiber den Nahrwert mangelhaft waren, und grobe 
Mengen verschiedener Schimmelpilzsorten zur Verfiigung standen, 
wurde eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, um den Nahrwert von 
Pilzmycel zu bestimmen. Unser Augenmerk richteten wir dabei be- 
sonders auf die Stickstoffraktion. 
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Versuchsteil. 


Wenn nichts anderes gesagt wird, waren die Schimmelpilze auf einen 
anorganischen Medium gewachsen, das folgendes enthielt: 10 g NH,NO 
68g KH,PO,y 5g MgSO, . 7H,0O, 0,16g FeCl, . 6H,O, 0,05 g ZnSO, 
.7H,O, 100 bis 150g Glucose und 1000 ccm Wasser. Néahere Angaben 
sind an anderer Stelle gegeben worden (6). Beim Ernten wurde das Medium 
abgehebert und die Pilzmasse sorgfaltig mit Wasser gewaschen. Dabe: 
wurde Sorge getragen, Quetschungen zu vermeiden. Die weitere Be 
handlung geschah auf zweierlei Weise: entweder wurde das Mycel in de: 
Schale sterilisiert, in der es gewachsen war, bei ungefahr 65° C getrocknet. 
verrieben und aufbewahrt, oder es wurde bei einer Temperatur unter dem 
Gefrierpunkt verrieben und in Kannen aufbewahrt. Diesen Vorréiten 
wurden die fiir Fiitterungszwecke nétigen Mengen entnommen. Da ge 
trocknete Schimmelpilze gewohnlich 4.5 bis 5,6°, Stickstoff enthalten, 
sollte eine Ration, die 50°, Mycel als einzige Stickstoffquelle enthalt, den 
Stickstoffbedarf eines Tieres decken. Es muB jedoch erwahnt werden. 
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Abb. 1. 
Unfahigkeit von Schimmelpilzmycel Wachstum zu unterstiitzen, wenn mit einem Gehalt von 
50°) als einzige N-Quelle gefiittert wurde. Die Kreuze an den Kurven in dieser und den 
folgenden Abbildungen geben die ungefihre Zeit des Todes an. 


daB der Proteingehalt, der durch Multiplikation des Stickstoffwertes mit 
6,25 erhalten wurde, vielleicht weniger genau ist als der der meisten Pflanzen- 
stoffe. 

Pilzmycel als einzige Stickstoffquelle. Fiir diese Versuche wurden stark 
wachsende junge Ratten in Drahtkafige gebracht, die mit falschem Boden 
versehen waren. Sie wurden mit einer Ration gefiittert, die folgendes 
enthielt: 50°, trockenes Schimmelpilzmycel bzw. sein Aquivalent an 
feuchtem Material, 44°, Starke, 4°, Salzmischung Nr. 40 (7) und 2°, 
Kabeljauleber6l. Die Tiere wurden ad libitum gefiittert und wéchentlich 
gewogen. Im ganzen wurden zehn Kulturen von vier verschiedenen Schimmel- 
pilzarten zu diesem vorlaufigen Uberblick benutzt und zwar: A. fischeri. 
A. oryzae, A. sydowi und P. chrysogenum. Mit Ausnahme einer Kultur Nr. 33 
A. fischeri, welche zum Vergleich auf organischem Medium geziichtet wurde 
(50 g Malzkeime, 100 bis 150 g Glucose und 1000 cem Wasser), waren die 
Schimmelpilze auf dem oben beschriebenen Medium gewachsen. 


In der Abbildung haben wir die Wachstumskurven fiir fiinf Gruppen 
Ratten (38 Tiere im ganzen) gezeichnet, die Mycel als einzige Stickstoff- 
quelle erhielten. Um die meisten anderen Versuchsergebnisse mit 
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einzubeziehen, sind aus Raumersparnisgriinden Wachstumskurven 
gezeichnet worden, die sich aus dem Versuchsdurchschnitt mehrerer 
Tiere ergeben haben, Dieses Verfahren kann allerdings geringfigige, 
aber ungerechtfertigte Anderungen der Kurvenrichtungen bewirken, 
wenn das Gewicht eines Tieres beim Tode betrachtlich iiber oder unter 
dem Gruppendurchschnitt lag. Gliicklicherweise hatten aber alle ‘Tiere 
einer Gruppe beim Tode fast das gleiche Gewicht. Eine Ausnahme 
machten nur die mit A. sydowi gefiitterten. Diese Ungleichheit machte 
das Abbrechen der Wachstumskurve nach der siebenten Woche not- 
wendig, obgleich noch drei weitere Tiere in der folgenden Woche starben. 

Die Kurven zeigen, da die Proteine der Schimmelpilze nicht 
ausreichend sind, da wenig oder tiberhaupt kein Wachstum mit allen 
vier Pilzsorten erhalten wurde. Im allgemeinen waren die Tiere kaum 
fahig, ihr Gewicht einige Zeit zu behaupten. Danach wurden sie langsam 
schwacher und starben gewéhnlich innerhalb 2 bis 3 Monaten. Da die 
Art des Nahrbodens einen betraichtlichen EinfluB auf die Zusammen- 
setzung des Mycels ausiibt, schien es méglich, daB der Nahrwert des 
Mycels verbessert werden konnte, wenn der Pilz auf einem organischen 
Substrat guter Qualitaét geziichtet wurde. Deshalb wurde eine Kultur 
Nr. 33 A. fischeri, die auf Malzkeimen gewachsen war, an vier Tiere 
verfiittert. Wenn sie tiberhaupt wuchsen, war ihr Wachstum geringer 
als das der Tiere, die mit auf anorganischem Medium gewachsenen 
Pilzmycel gefiittert worden waren. 

Um zu entscheiden, ob die Hitzebehandlung der Praparate den 
Proteinen schadlich war, wurde A. sydowi im frischen wie im trockenen 
Zustande verfiittert. Beide waren gleich unwirksam. Die Ergebnisse 
sind deshalb in einer Kurve dargestellt. 

Einen Anhaltspunkt fiir die Giftigkeit erhielten wir mit zwei 
anderen Kulturen von A. fischeri, die auf anorganischem Medium 
gewachsen waren. Die Tiere wuchsen einige Zeit, starben dann aber 
plétzlich ohne Gewichtsverlust. Die Nahrungsaufnahme war bis zum 
SchluB normal. Weitere Angaben iiber die Giftigkeit werden spater 
gemacht werden. 

Erganzung des Pilzstickstoffs durch Proteine von bekanntem Nahr- 
wert. In den ersten Fiitterungsversuchen war alles Material gedimpft 
worden. Es war wegen der niedrigen Temperatur (65° C) einer ziemlich 
langen Trocknung unterworfen worden. Es stiegen deshalb Zweifel 
auf hinsichtlich der Menge des Vitamin B-Komplexes in den Rationen. 
Um diese Zweifel zu beheben und um auBerdem auch Auskunft iiber den 
Wert der Proteine zu erhalten, wurden zwei Tiergruppen Pilzrationen 
gegeben, die 50% Kultur Nr. 17 A. fischeri enthielten. Sie wurden 
durch Ersatz von 5% Starke in einem, von 10% im anderen Falle 
durch einen aquivalenten Betrag Trockenhefe modifiziert. Das Wachs- 
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tum der zwei Gruppen ist in den ersten beiden Kurven von Abb. 2 
dargestellt. In der Gruppe mit 5% Hefe starben nur zwei Tiere vor 
der 14. Woche, wahrend in der Kontrollgruppe (s. Abb. 1) alle Tiere 
innerhalb dieser Zeit gestorben waren. Das Wachstum, obgleich ziemlich 
schwach, war augenscheinlich durch die Gegenwart von Hefe erméglicht 
worden. Die Tiere, die mit mehr Hefe (10 /) gefiittert wurden, wuchsen 
weit besser. Kein Tier starb innerhalb 14 Wochen. Da von anderen 
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Zugabe von Hefe und (oder) Casein zu den Schimmelpilzrationen leitet Wachstum bei jungen 
lieren ein und verlingert die Lebensdauer. Die Zugaben (H = Trockenhefe, C = rohes Casein) 
wurden vom Beginn bzw. von den Strichen auf den Kurven an den Tieren gegeben. 


Versuchen bekannt war, daB 5° dieser Hefe geniigend Vitamin B 
enthielt, muBte fiir die Wachstumssteigerung bei 10°, Hefezusatz in 
erster Linie das zugefiigte Protein verantwortlich gemacht werden. 

Andere Beweise fiir die minderwertige Qualitat der Pilzproteine 
wurden in Versuchen erhalten, in welchen Casein in wechselnden Mengen 
6,,8 und 10%, allein oder mit Hefe, den oben  beschriebenen Pilz- 
rationen zugesetzt wurde. Diese Zugaben wurden immer auf Kosten 
der Starke gemacht. Die eindeutigste Antwort auf die Frage, welche 
Wirkung die Proteinzugaben haben, wurde von der Tiergruppe gegeben, 
die mit A. sydowi-Kultur 32 gefiittert wurde. 6 Wochen lang wuchsen 
diese Tiere bemerkenswert gut. Deutliche, wenn auch weniger merkliche 
Besserungen wurden in den vier A. fischeri-Gruppen erzielt. Leider 
muten diese Versuche am Ende der fiinften Woche wegen Material- 
mangels abgebrochen werden. Trotz der Kiirze der Zeit sieht man doch, 
daB der Gewichtsverlust nicht nur aufgehalten wurde, sondern einem 
unmittelbaren Zuwachs Platz machte, wenn die Pilzrationen mit 
Casein oder mit Casein und Hefe erginzt wurden. Da die Ergebnisse 
mit Casein und Hefe nicht besser waren als die mit Casein allein, zeigen 
sie, daB mehr Mangel an guten Proteinen als am Vitamin B-Komplex 
war. Weitere Angaben iiber diesen Punkt werden spater gegeben. 
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Wachstum mit einer vollwertigen Ration, die Pilzmycel enthielt. Da 
mit den meisten Pilzkulturen als einzige Stickstoffquelle sowohl ge- 
ringerer Nahrungsverbrauch als auch Gewichtsverlust eintraten, wurden 
Versuche gemacht, die Wirkung zu bestimmen, die das Mycel hat, 
wenn es einer guten Ration zugesetzt wird. Es wurden daher einer 
Gruppe Ratten folgende Rationen gegeben: 18°, Casein, 4°% Hefe, 
72% Starke, 4°, Salz40 und 2°, Kabeljauleberél. Drei weitere 
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Abb. 3. 


Wachstumsverzigerung bei weiblichen Ratten bei Zugabe von 50°), Schimmelpilzmycel zu 
einer guten Ration. Wahrscheinlich ist mehr die Verdiinnung der guten Ration als die Giftig- 
keit des Mycels fiir die Wachstumsverzigerung verantwortlich zu machen. 
Gruppen erhielten dieselben Rationen, nur wurden 50g Starke durch 
ein aquivalentes Gewicht Mycel (50 g getrocknetes bzw. 200 g feuchtes) 
ersetzt. Die Wachstumskurven in Abb. 3 stellen den Durchschnitt der 
betreffenden Gruppe dar. Es ist wahrscheinlich, daB das etwas geringere 
Wachstum der Tiere mit Pilzzusatz der Verdiinnung der guten Nahrung 
zugeschrieben werden muB. Auf jeden Fall war ein stark toxischer 

Faktor nicht vorhanden. 

Wachstum mit einer niedrigen Stickstoffration, die Pilzmycel enthielt. 
Weitere Versuche wurden gemacht, um die Ausnutzbarkeit der Stick- 
stoffbestandteile des Pilzes durch Zufiigen von Pilzmycel zu einer 
Ration mit niedrigem Stickstoffgehalt zu bestimmen. Die beiden unten 
angegebenen Rationen wurden an vier Paar junge mannliche Ratten 
verfiittert. Jedes Tier hatte seinen eigenen Kafig, und sein Nahrungs- 
verbrauch wurde durch den seines entsprechenden Gefahrten begrenzt. 





Niedrige N-Ration Pilzration 
Rohes Casein Aan ee eng eee 4 4 
A. fischeri (trocken) 27 und 28... . . 0 50 
I See BL a abe asbig: 4th cal kh Solan oN 86 36 
ND ee OF ee ace ye gn eS 4 4 
Salz 49... 4 4 


Kabeljauleberol geal tenatc heretics 2 2 
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Die ersten Tage ausgenommen, schienen die pilzgefiitterten Tiere 
starkeren Appetit zu haben als ihre Gefihrten. Diese waren daher fiir 
die Futtermenge jedes Paares maBgebend. 

Die Angaben itiber das Wachstum dieser Tiere sind in Abb. 4 
gemacht. In jedem Falle tibertraf das mit Schimmelpilz gefiitterte 
Tier augenblicklich das Kontrolltier und behauptete diesen Vorsprung 
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Abb. 4 
Wert von Schimmelpilz-N (A. fischeri Kulturen 27 und 28) als Zugabe zu einer niederen Protein- 
ration bei gleichem Verbrauch. Die ausgezogenen Kurven stellen die Gewichte der Tiere mit 
niederen Proteinrationen, die gestrichelten die der Tiere mit Schimmelpilzzugaben dar. 


die zehnwoéchige Versuchsperiode hindurch. Ob eine ausgesprochen 
arme Kultur, z. B. 33, eine ahnliche Wirkung unter diesen Bedingungen 
gezeigt hatte, ist zweifelhaft. Andere Fiitterungsversuche zeigten, daB 
diese Kultur, wenn man ad libitum fiitterte, minderwertiger als Kultur 27 
und 28 war. 

Vitamin B im Schimmelpilzmycel. Wie bereits festgestellt wurde, 
mu der durch Erginzung von Pilzrationen durch Hefe erzielte Erfolg 
im wesentlichen den Proteinen zugeschrieben werden. Demgegeniiber 
spielt der Vitamin B-Komplex eine geringere Rolle. Um genauere 
Angaben iiber die Anwesenheit von Vitamin B in dem getrockneten 
Pilzmycel machen zu kénnen, wurden einigen Ratten folgende Rationen 
gefiittert: 18°, Casein (mit Saiure behandelt), 74° Starke, 4°% Salz 40, 
2°, Agar und 2% Kabeljauleberél. Am Ende dieser Fiitterungs- 
periode wurden sie in vier Gruppen von je drei Ratten eingeteilt. Die 
erste erhielt 5° und die zweite 20%, A. fischeri-Kultur 29 die dritte 
5%, und die vierte 20% A. sydowi-Kultur 32. Die Resultate zeigen 
(s. Abb. 5), daB geniigend Vitamin B in beiden Kulturen vorhanden 
war, wenn mit 20% Pilzzusatz gefiittert wurde. Dagegen konnte sich 
bei 5°, Pilzzusatz das Kérpergewicht kaum behaupten. Ein Tier 
starb sogar nach 12 Wochen an Polyneuritis. 


Verdaulichkeit von Schimmelpilzmycel, verglichen mit der von Hefe 
und Pilzen. Die Verdaulichkeit von Mycel wurde bestimmt, um die 
Moglichkeit auszuschalten, daB das geringe Wachstum der Tiere an 
der Nichtausnutzbarkeit der Stickstoffanteile lag. Hefe und Pilze 
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wurden als Vergleichsbasis gewahlt. Es wurde Brauereihefe (Saccharo- 
myces carlbergensis) benutzt. Sie war durch den Fabrikanten getrocknet 
worden. Die Pilze bezogen wir direkt vom Ziichter. Sie wurden in 
diinne Scheiben zerschnitten, ungefahr 1 Stunde gedimpft und dann 
bei 65° C getrocknet. Die Behandlung war praktisch dieselbe, der auch 
die Schimmelpilzkulturen unterworfen wurden. 
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Abb. 5 
Getrocknetes Schimmelpilzmycel, einer Ration ohne Vitamin B zugefiigt, verhindert bei 20 
Gehalt Polyneuritis und unterstiitzt Wachstum, nicht aber bei 5/9. Die Striche auf den 


Kurven geben den Zeitpunkt der Zufiihrung von Schimmelpilzmycel an. 


Die angewandten Rationen und ihre Zusammensetzung, die durch 
die iiblichen Analysenmethoden (8) bestimmt wurde, sind in Tabelle J 
angegeben. Die Kontrollration war so beschaffen, da sie mehrere 
Wochen hindurch annahernd eine Erhaltung erlaubte. Mit Ausnahme 
der A. sydowi-Ration enthielt die Pilzkost ungefahr denselben Prozent- 
satz an Protein (23°). In einigen Rationen trug das Kabeljauleberél 
50°, und mehr zum Lipoidgehalt bei, und deshalb miissen die Ver- 
dauungskoeffizienten der Lipoide in diesen Rationen mit Vorbehalt 
betrachtet werden. 

Tabelle I. 
Zusammensetzung und Analyse von zur Bestimmung 
des Verdauungskoeffizienten benutzten Rationen. 








Zusammensetzung Analyse 
ne 3 © a ia © 5 = s © 
Art der Ration 2s ae ne ee =e ZLSE5 
ssiuisSinisie2 & 2 SE¢eS< 
Soi= | a n|& 3 | 3 | shBe 
Ey ein 
r fo | lo | Yo | %g | 9 ( 0 0 
MOntONS™. . nes ss 4 0'86; 4,4:21 56) 23, 0,4: 91,7 
A. fischeri, Kulturen 27, 28 4 |50'36 4°>4 2 23,0) 4,712.8 59,5 
A. fischeri, Kulturen 29 . . i 4 |60;386) 4:4 2 1251) 59'10,7' 583 
A. sydowi, Kulturen 18bis24 4 50 36 4 4 > 2 15,5 10,0|11,7 62,8 
Hefe, Kultur 58 . . . . - | 4] 048/42 | 4] 212238) 2,7) 31) 71,9 
Agaricus campestris, Kultur1 4 50 36 4 4 2 23.7 41, 4,2 68,0 


* Durchschnitt fiir 5 Kulturen der Ration. 
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Die Versuche wurden mit sechs Paaren erwachsener mannlicher Ratten 
ausgefthrt, die annahernd von gleicher GréBe waren, Jedes Tier wurde 
in einen besonderen Stoffwechselkafig gebracht, welcher mit nach auben 
gehenden Futterschalen versehen war, um Futterverluste und Ver 
mischung mit dem Fazes zu vermeiden. Zur Absorption des Urins wurde 
Filtrierpapier in die Schalen gelegt, auf denen die Kafige ruhten. Dieses 
wurde alle 2 Tage ausgewechselt. Der Fazes wurde taglich in St6psel 
flaschen gebracht und bis zum Ende der Versuchsperiode im Eisschrank 
aufbewahrt. Dann wurde er analysiert (8). Die Versuchsperiode wai 
mindestens 7 Tage lang. Ihr ging eine von 4 Tagen voraus, nach der das 
Sammeln des Fazes begann. Die taglichen Futtermengen wurden kon 
trolliert, so daB jede der beiden Ratten annihernd dieselbe Futtermeng: 
erhielt. Die Menge richtete sich nach der Ratte, welche am wenigsten 


verbrauchte. Wahrend einer Fiitterungsperiode vor allem gegen ihr 
Ende war dafiir Sorge getragen, Unterschiede in den Futtermengen de: 


Tierpaare zu vermeiden. Dies war im allgemeinen bis auf | bis 2 g fiir dic 
gesamte Periode mdéglich, obgleich in zwei Serien. von Versuchen 
(A. fischeri 27 und 28 und Agaricus campestris Rationen) nur bei fiinf Tier 
paaren die Nahrungsaufnahme befriedigend war (ungefaihr 10 g pro Tag) 

Der Kiirze wegen werden ausfiihrliche Angaben tiber die Be- 
stimmung der Verdauungskoeffizienten unterlassen. Wir wollen nur 
an cinem Beispiel zeigen, wie die Zahlen in Tabelle II erhalten wurden. 
Ratte Nr. 135 (A. sydowi-Ration) verbrauchte 2,589 g Stickstoff, von 
denen 1,183 g im Fazes wieder erschienen. Daraus ergab sich die schein- 
bare Verdaulichkeit des Stickstoffs in den Schimmelpilzrationen zu 54. 
Aus dieser Zahl und fiinf ahnlich erhaltenen Werten wurde der Durch- 
schnitt errechnet (56). Diese Zahl ist in Tabelle I] als der Verdauungs- 


Tabelle IT. 
Verdauungskoeffizienten verschiedener Schimmel pilzmycele 
verglichen mit denen von Hefe und Pilzen. 


(Die Zahlen sind Durchschnittswerte von sechs Tieren.) 





Gesamt- 


Ration Stickstoff Lipoide Rohfaser | betrag fester 
Koérper 
A. fischeri *, Kulturen 27, 28... . 71 78 78 82 
PWR Quielhg 6 oy 71 68 77 75 
A. fischeri, Kultar 29 ...... 66 75 77 80 
MVM UOIRE TS Sd Se cy 65 70 76 71 
A. sydowi, Kulturen 18 bis 24 .. 56 59 81 81 
DOU A a OR he 48 51 81 71 
Ue eee GP ee are ane Re en ee 82 — 98 90 
eee Me gris os Gace ses 85 99 89 
Agaricus campestris* ...... 72 75 48 85 
en RE a Di rae ae 71 67 41 82 


* Diese Ration wurde nur fiinf Tieren gefiittert 

** Dieser Durchschnittswert wurde erhalten durch Abzug der Verdaulichkeit des Nicht 
pilzanteiles der Ration, die gleichzeitig bei jedem Paargenossen bestimmt wurde, der di¢ 
niedere N-Ration erhielt siehe Text bei Rechenmethode. Der Durchschnitt von 28 Ke- 
stimmungen dieser Ration (des Verdauungskoeffizienten) war 70, 85, 86 und 95 fiir Stickstoff, 
Lipoide, Rohfaser und Gesamtbetrag fester Kérper. 
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Nahrwert von Schimmelpilzmycel. 77 


koeffizient des Stickstoffs in den Schimmelpilzrationen angegeben. 
Der Verdauungskoeffizient des Schimmelpilzstickstoffs in den Rationen 
ergibt sich, wenn man den Stickstoff in den Kontrollrationen (0,869 g) 
und im Fiazes (0,269 g) des Paargenossen Nr. 134 von den entsprechenden 
obenstehenden Werten abzieht. Dabei wird natiirlich angenommen, 
daB die beiden Ratten den Stickstoff ungefahr gleich gut verdauen. 
Dann berechnet sich der Verdauungskoeffizient des Schimmelpilz- 
stickstoffs zu 47. Der Durchschnitt fiir sechs Paare war 48. Die Ver- 
dauungskoeffizienten der verschiedenen Bestandteile der Kontroll- 
ration (s. Tabelle I, unten) sind Durchschnittswerte mehrerer Serien- 
bestimmungen mit verschiedenen Tiergruppen. Sie sind mehr zur 
allgemeinen Information als zu Rechenzwecken angegeben worden. 

Aus Tabelle IL ersieht man, da die Stickstoffverdauungskoefti- 
zienten (71 und 65) fiir die zwei A. fischert-Proben ahnlich dem fiir 
Pilze (71) sind, aber niedriger als der fiir Hefe (85). Dieser Wert ist 
nebenbei bemerkt héher als der von Still und Koch (9) mitgeteilte; er 
stimmt aber recht gut mit Werten iiberein, die von Karr (10) und 
Osborne und Mendel (11) fiir Hefe angegeben wurden. Der Schimmel- 
pilzstickstoff wurde also geniigend verdaut, um die Bediirfnisse der 
jungen Tiere wihrend der Wachstumsversuche zu decken. Die Unzu- 
linglichkeit muB deshalb mehr der Qualitét als der Quantitat zu- 
geschrieben werden. 

Wenn A. fischeri wiederholten Extraktionen mit einer heiBen 
4°igen wasserigen Kalilauge unterworfen wurde, bleiben annahernd 
30° des Stickstoffs ungelést (12). Daraus schien sich eine Beziehung 
zwischen Verdaulichkeit und Léslichkeit zu ergeben, eine Annahme, 
die sich jedoch bei naherer Priifung als unrichtig erwies. Wenn der 
Fazes von pilzgefiitterten Ratten einer alkalischen Extraktion unter- 
worfen wurde, geht fast die ganze Stickstoffmenge in Lésung. Der 
Durchgang durch den Darm hat die Léslichkeit des resistenten Restes 
verandert. 

Die Lipoiddaten, obgleich, wie oben bereits bemerkt, einige Fragen 
offen bleiben, scheinen einen giinstigen Verdauungsgrad anzuzeigen. 
Die Koeffizienten (68 und 70) fiir zwei entsprechende Kulturen von 
A. fischeri und 67 fiir Pilze zeigen, daB die Lipoide dieser Pilze ungefahr 
gleich verdaulich sind. Anscheinend werden sowohl die Lipoide als 
auch die Proteine von A. sydowi schwerer verdaut als die von A. fischeri. 
Der Lipoidkoeffizient jenes Pilzes ist 51. 

Die drei Pilzkulturen verhielten sich, was die Verdaulichkeit ihrer 
Rohfaser anbelangt, fast gleich. Ungefaihr 80° waren verdaulich. 
Damit sei ein besonders hoher Wert von 99 °% fiir Hefe-rohfaser und ein 
entsprechend kleiner von 41 °% fiir Pilzrohfaser verglichen. Dab 80%, 
der Rohfaser verdaulich sein sollen, erscheint recht bemerkenswert, 
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da der Rohfasergehalt der Schimmelpilze in jedem Falle iiber 20% lag 
und da allgemein angenommen wird, da der Verdauungstrakt von 
Ratten fiir die Verdauung der Rohfaser ungeeignet ist. 

Wie man aus Spalte 5 in 'labelle IL ersieht, basiert der Verdauungs 
koeffizient des gesamten Pilzmycels auf dem Verhaltnis Fazes zu Futter. 
Es war annahernd 70 fiir Schimmelpilze, 80 fiir Pilze und 90 fiir Hefe 


Zusammenfassung. 

Der Stickstoff von verschiedenen Schimmel pilzen war nicht fihig, das 
Wachstum zu erhalten, oder unzulanglich zur Erhaltung junger Ratten 
Zusitze von Schimmelpilzstickstoff zu kleinen Mengen Hefe oder Casein 
ergaben Verlingerung des Lebens und anfaingliches Wachstum. Ersatz 
von 50 Teilen Schimmelpilzmycel durch eine gleiche Menge Starke in 
den guten Rationen verminderte das Wachstum junger ‘liere. Schimme!- 
pilzmycel, einer niedrigen Stickstoffration zugefiigt, ibte eine nachweis- 
liche, erginzende Wirkung aus. Getrocknetes Schimmelpilzmyce! 
enthielt geniigend Vitamin B, um Polyneuritis zu verhindern und das 
Wachstum zu unterstiitzen, wenn der Gehalt daran 20° war. Dagegen 

rar ein solcher von 5°, unwirksam. 

Es ergaben sich in der Regel folgende Verdauungskoeffizienten 
der verschiedenen Schimmelpilze fiir Proteine, Lipoide und Rohfaser: 
A. fischeri 68, 69 und 77, A. sydowi 48, 51 und 81. 

Die Autoren sind H.J.Gorcica fiir seine Hilfe bei einem Teil de: 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Koch, Amer. J. Physiol. 87, 225, 1928. — 10) W.G@. Karr, J. of biol. Chem. 
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Untersuchungen iiber die Vitaminbildung in Pflanzen. I. 


Von 


Artturi I. Virtanen, Synnéve vy. Hausen und Saara Saastamoinen. 


(Aus dem Laboratorium der Stiftung fiir Chemische Forschung. Helsinki, 
Finnland.) 


(Eingeganjgen am 25. Oktober 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In mehreren vorliufigen Mitteilungen! haben wir iiber die von 
uns in diesem Laboratorium wihrend der zwei letzten Jahre aus- 
gefiihrten Untersuchungen zur Klarlegung der Einwirkung verschiedener 
Faktoren auf die Bildung des Vitamin C und des Carotins in den 
Pflanzen berichtet. Unsere Versuche sind teilweise mit sterilen Pflanzen- 
kulturen?, wo die Pflanzen gezwungen werden, ihre Nahrung gerade 
in der Form aufzunehmen, in welcher sie ihnen zu Gebote steht, und 
teilweise unter Anwendung der tiblichen Topfkulturen in Quarzsand 
oder auch in natiirlichen Béden ausgefiihrt worden. 

Bei der Bestimmung des Vitamin C und des Carotins kamen 
chemische Methoden zur Anwendung. Das Vitamin C wurde mittels 
der bekannten Titrationsmethode nach Tillmans bestimmt. Drei 
Versuchsreihen (zwei mit jungem Klee, eine mit jungem Gras) wurden | 
ausgefiihrt, um die Versuchsergebnisse dieser Methode mit den durch 
Fiitterungsversuche an Meerschweinchen erzielten Ergebnissen zu 
vergleichen. Diese Versuche zeigten, daB eine Menge frischen Futters, 
entsprechend 0,6 bis 1,0 mg Ascorbinsiéure (berechnet aus den Titrations- 
resultaten), geniigt, um die Meerschweinchen wahrend der Versuchs- 
dauer von 5 Wochen vor Skorbut zu schiitzen. Da diese Quantitat 
reiner Ascorbinsaure nach mehreren Forschern gerade als die kleinste 
skorbutschiitzende Tagesdosis bei Meerschweinchen zu betrachten ist, 
eignet sich folglich die ‘litrationsmethode zur Bestimmung des Vitamin C 
in griinen Pflanzen. 


1 Virtanen u. S. v. Hausen, Acta Chemica Fennica B. 5, 45, 1932: 
Naturwiss. 20, 905, 1932; Virtanen, Ann. Acad. Scient. Fennicae A. 36, 
Nr. 12, 1933; S. v. Hausen, Acta Chemica Fennica B. 6, 62, 1933. 

2 Beschrieben in dieser Zeitschr. 258, 106, 1933 (v. Buler-Festband). 
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Die Methode ist jedoch nicht fiir die Bestimmung des Vitamin ( 
in Samen, weder ungekeimten noch gekeimten, geeignet. Nach Tillmans 
bestimmt, weisen’z. B. ungekeimte Samen von Erbse und Weizen einen 
bedeutenden Gehalt an Vitamin C auf, ganz im Gegensatz zu den 
Ergebnissen der Fiitterungsversuche. Weiter kann bei Anwendung 
der 'Titrationsmethode, ebenfalls im Gegensatz zu den Tierversuchen, 
keine nennenswerte Zunahme des Vitamin © bei keimenden Samen 
nachgewiesen werden. Bei Bestimmung des Gehaltes an Vitamin ( 
von Samen nach der 7illmansschen Methode vollzieht sich der Farben 
umschlag sehr langsam, so da} es schwer ist, den Endpunkt der Titration 
scharf anzugeben. Deshalb haben wir immer den Gehalt an Vitamin C 
der Versuchspflanzen erst bestimmt, nachdem die Keimlinge voll entwickelt 
waren. 

Nachdem unsere Versuche bereits abgeschlossen waren, haben Birch, 
Harris und Ray eine Modifikation der Tillmansschen Methode vorgelegt. 
die eine Bestimmung des Vitamin C auch an Samen erlaubt. Diese Modifika- 
tion unterscheidet sich von der Originalmethode hauptsachlich durch die 
Art der Extraktion des Vitamins aus der Versuchsmaterie. Unsere Ver 
suche mit dieser modifizierten Methode haben gezeigt, daB eine kraftige 
Zunahme des Gehalts an Vitamin C im Verlauf der Keimung tatséchlich 
deutlich zum Vorschein gebracht werden kann. Der Vitamin C-Gehalt 
ungekeimter Samen (Erbse, Weizen) ist, nach dieser Methode bestimmt, 
fast Null. v. Luler und Klussmann* haben ganz kiirzlich die Aufmerksamkeit 
auf die Tatsache gerichtet, dai das Vitamin C wahrend des Extraktions- 
prozesses leicht oxydiert wird und da8 folglich die Extraktion und die 
Titration in einer Wasserstoffatmosphire vorgenommen werden miissen. 
Die Mitteilung von v. Euler und Klussmann ist ebenfalls erst nach Abschluls 
unserer Versuche erschienen. 

Wie oben erwahnt, sind unsere Bestimmungen des Vitamin C 
nach der Tillmansschen Originalmethode ausgefiihrt worden. 

. Der Carotingehalt des frischen Pflanzenmaterials wurde nach 
Willstdtter® bestimmt. 

Unsere Untersuchungen iiber die Bildung des Carotins und des 
Vitamin © haben sich bisher auf die Klarlegung folgender Fragen 
gerichtet: 

1. Kann den Bodenbakterien eine Einwirkung auf die Bildung des 
Carotins und des Vitamin C zuerkannt werden? 

Bottomley und seine Mitarbeiter haben seinerzeit die Annahme 
ausgesprochen, daB die Bodenbakterien von entscheidender Bedeutung 
fiir die Vitaminbildung der Pflanzen waren. Unsere Untersuchungen‘, 


1 Biochem. J. 27, 590, 1933. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 215, 1933. 

8 Willstatter u. Stoll, Unters. ii. Chlorophyll, 8.99. Berlin 1913. 
4 Virtanen u. S. v. Hausen, Naturwiss. 20, 905, 1932. 
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Untersuchungen itiber die Vitaminbildung in Pflanzen. I. 18] 


bei welchen ein Vergleich des Gehalts an Carotin und Vitamin C von 
Pflanzen aus sterilen Kulturen einerseits und aus natiirlichen Béden 
andererseits vorgenommen wurde, haben gezeigt, da die Boden- 
bakterien, was auch zu erwarten war, keinen direkten Einflu8 auf die 
Bildung dieser Stoffe ausiiben. Dagegen vermégen sie indirekt die 
Bildung der genannten Stoffe z. B. dadurch zu férdern, daB sie stick- 
stoffhaltige Nahrstoffe in eine fiir die Pflanze mehr geeignete Form 
iiberfiihren (vgl. weiter unten). 

2. Hat die Aziditat Bodens einen EinfluB auf die Bildung von 
Carotin und Vitamin Cs 

In groBen Ziigen haben unsere Versuche! gezeigt, daB, wenn die 
Aziditét des Bodens stark hemmend auf das Wachstum der Pflanzen 
(Erbse und Weizen) einwirkt, der prozentuale Gehalt an Carotin und 
Vitamin C der Pflanzen stark herabgesetzt wird. Wenn andererseits 
die Pflanze weniger empfindlich gegen eine gréBere Aziditat ist (Hafer), 
sind bemerkenswertere Unterschiede im Gehalt an Vitamin © der in 
verschiedenen sauren Béden gewachsenen Versuchspflanzen nicht 
nachweisbar. Weitere Einzelheiten werden unten mitgeteilt. 

3. Die Einwirkung verschiedener Stickstoffquellen auf die Bildung 
von Carotin und Vitamin C. 

Unsere umfassenden, hauptsichlich mit sterilen Pflanzenkulturen 
ausgefiihrten Untersuchungen? haben gezeigt, daB in der Regel der 
prozentuale Gehalt an Vitamin C und Carotin desto hoher ist, je besser 
die Pflanze eine gegebene Stickstoffquelle auszunutzen vermag. Der 
prozentuale Gehalt an Vitamin C und Carotin ist bei denjenigen 
Pflanzen, denen Nitrate zu Gebote standen, stets héher gewesen als 
bei denjenigen, die Ammoniumsulfat als Stickstoffnahrung erhielten. 
Ein detaillierter Bericht wird demnichst erscheinen. 

4. Die Einwirkung verschiedener Mengen Phosphate, Kalisalze und 
Nitrate auf den Gehalt an Carotin und Vitamin C der Pflanzen. 

Auch hier wurde in groBen Ziigen nachgewiesen, da der prozentuale 
Gehalt an Carotin und Vitamin C desto héher ist, je besser das Wachstum 
der Pflanzen. Weitere Einzelheiten sollen in naichster Zukunft mit- 
geteilt werden. 

5. Der Einflup des Lichtes und verschiedener Wellenlingen auf die 
Bildung von Carotin und Vitamin C. 


Unsere diesbeziiglichen Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 


1 Vorlaufige Mitteilung von Virtanen u. S.v. Hausen, Acta Chemica 
Fennica B. 5, 45, 1932. 

2 Virtanen, Ann. Acad. Scient. Fennicae A, 36, Nr. 12 (1933:; S.v. Hausen, 
Acta Chemica Fennica B. 6, 62, 1933. 
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6. Die Schwankungen des Gehalts an Carotin und Vitamin C de) 
Pflanzen in verschiedenen Stadien des Wachstums. 


Die vorliegende Mitteilung gibt einen detaillierten Bericht tibe: 
unsere Arbeiten in dieser Hinsicht. 


Die Sechwankungen des Gehalts an Carotin und Vitamin C der Pflanzen in 
verschiedenen Stadien des Wachstums. 


Unsere Versuche sind bis auf weiteres mit der Erbse und dem 
Weizen ausgefiihrt worden. Die Pflanzen wuchsen in Quarzsand, der 
Weizen in Mitscherlich-GefaBen, die Erbse in GefiBen aus gebranntem 
Ton. Der pa des Quarzsandes wurde waihrend der ganzen Versuchs 
dauer optimal, also auf pu 6,5 gehalten. Die Bewasserung erfolgte 
tiglich mit einer Lésung von folgender Zusammensetzung : 


Moagnesiumsuliat’. . 2. se ss OH 
Banimahierd sos ee oy Oe 
Monokaliumphosphat. ....... 0,7 g 
Aenmmoniumulivest. 2 se SB Ye 
Permiouioria 4450655 64 (ew oye os (en 


Leitangewaster. 0 «6 2 6 so © oye RO Riier 


In denjenigen Versuchen mit der Erbse, in welchen die Samen mit 
Knéllchenbakterien geimpft waren, wurde das Ammoniumnitrat 
weggelassen. 

Einige der Versuchsreihen wurden unter natiirlichen Lichtverhalt- 
nissen (in Tageslicht) ausgefiihrt, bei anderen wiederum wurden die 
Pflanzen im Gewachshaus gehalten und mit Lampen von 1000 Watt 
belichtet, wobei die einzelnen Versuchspflanzen, um eine gleich starke 
Belichtung jedes Versuchsgliedes zu sichern, in einen Kreis um die Lampe, 
und zwar in einer Entfernung von 0,5 bis 1m von dieser aufgestellt 
wurden. Besondere Sorge wurde dafiir getragen, daB die auBeren 
Versuchsbedingungen und die Ernaihrung jedes einzelnen Gliedes der 
Versuchsreihen méglichst gleich waren. Die Vitaminbestimmungen 
wurden jedesmal an den Versuchspflanzen je eines Topfes ausgefiihrt. 
Die Anzahl der Pflanzen wurde jedesmal notiert, um die Angabe des 
Gehalts an Vitamin C und Carotin sowohl pro Pflanze als auch pro 
Trockengewicht zu erméglichen. Es war namlich von Interesse, nicht 
nur den prozentualen Gehalt an Carotin und Vitamin C, sondern auch 
die absoluten Mengen dieser Stoffe pro Pflanzenindividuum auf ver- 
schiedenen Stadien des Wachstums festzustellen. 


Die Tabellen I bis IV zeigen die Ergebnisse unserer Versuche mit 
Erbse und Weizen. 
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Tabelle I. 


Aussaat 31. Oktober 1932. 


Weizen (,.Aurora”™, 


Friithlingsweizen). 
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Belichtet mit einer 1000 Watt-Lampe. 





Trocken- 


: Vitamin C 
Carotin : 


Vitamin C 
auf lg 





Wachs- cociiaiiies Carotin : cn in ‘lrocken- 
tums- Wachstumsstadium * — in rckee 10Pflanzen | substanz 
dauer 10Pflanzen 10Pflanzen! cupstanz ecm ecm 
Indikator- | Indikator- 
Tage g mg mg losung lésung 
7 Linge 10cm 0.091 0.0203 2231 3 33 
18 er | 0,198 0,075 1.3770 - 
18 0,158 — - 7 42 
24 0,724 0,1612 0,2228 - 
24 0,865 — 17 20 
32 1,593 0,3498 0.2196 ~- 
32 i 1,733 - -- 25 14 
40 Ahre in Bildung 2,219 0.4802 = 0,2164 -- - 
40 is A 2,428 — _ 24 10 
46 » Bliite 3,508 0,6747 0,1923 = — 
46 Se "i 8,478 — mo 26 8 
52 »  ausgebliiht 4.566 06970 0,1330 - 
52 2 4,717 - - 26 6 
58 5,271 0.5798 0,1100 _- 
58 4,790 - —_ 23 5 
64 » Milechkorn “ 6,026 0,4432 0,0736 - 
64 vs 5,627 = — 26 5 
79 fast reif 6,092 0,3721 0,0611 — = 
70 i. 6.056 ~- -- 26 4 
74 Sadse 6,378 0,2827 0,0543 _. 
74 “ ” 6.345 — oo 6 4 
93 vollig reif 5.974 0.1668 0,0279 - — 
93 a _ 6,399 -- _ 26 4 
Tabelle I]. Erbse (,.Torstai‘-Erbse). 
Aussaat 23. Februar 1933, ungeimpft, NH,NO, als Stickstoffnahrung. 
Belichtet mit einer 1000 Watt-Lampe. 
, Trocken- Carotin 
Wachs- Linge |meeoouren. gewicht Carotin in auf lg 
sams- Wachstumsstadium der | trocken| * vou 10 Pflanzen | Trochen- 
dauer te =~ Pflanzen S¥bstanz 10 Pflanzen : substanz 
Tage em Fg g mg mg 
11 19 11,28 1,327 0.0852 0,642 
14 15 10,24 1,138 0.1240 0,1090 
19 3) 11,15 1,593 0.1664 0.1045 
33 Erste Bliiten. . . . . 65 12,79 2,842 0.3398 0.1164 
35 Bliiten, keine Schoten . 80 14.46 3.615 0,5583 0,1544 
36 e 89 13,25 3,313 0.6700 02022 
37 75 12.51 3.128 0,609 0.1947 
39 Bliiten, erste Schoten 80 12.00 8,429 0.4785 0.1395 
41 | Bliiten und Schoten . 65 13,42 3,834 0.3681 0.0960 
48 Ausgebliiht . et 80 14,84 4,947 0,3988 0,0806 
51 Pflanzen und Schoten 
WIM ee ca ere ue, 3 90 14,85 3.300 0,3101 0,0939 
54 Beginn des Gelbwerdens 
der Pilanzen, Schoten 
geschwollen rae 85 18,99 5,426 0.2734 0.0504 
56 Pflanzen gelb, Schoten 
griinlich . yes 95 23,24 5,164 0.1654 0.0320 
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Tabelle ILI. 
Erbse (,,Torstai‘-Erbse). 
Aussaat 13. Februar 1933, ungeimpft, NH,NO, als Stickstoffnahruny 
Belichtet mit einer 1000 Watt-Lampe. 





1 - . Vitamin ( 

Trocken-| Vitamin C aut ic 

Wachs- Linge Trocken-| gewicht auf Trocken 
“ ’ : der sub- von 10 Pflanzen sts 

tums Wachstumsstadium Pflanzen| stang | 10 Pflan- substanz 


dauer . ~ 
gen eem eem 


: Indikator- | Indikator 
Tage : Fy g lésung lisung 


13,49 1,343 18 

11,90 | 1,363 27 

988 1,363 33 

50 9,23 | 1,695 38 

11,11 | 2,469 60 

70 11,15 | 2,978 75 

Erste Bliten. ... . 80 12,74 2,998 85 

NG a sess ogni wea 85 14,47 | 4,452 111 

Bliiten und Schoten. . 90 11,07 3,690 183 
Nur einige Bliiten, 

Senoten i... ts 14,09 5,636 156 
Ausgebliiht. . ... . 95 16,28 | 9,303 194 
Pflanzen und Schoten, 

eras deere me 95 16,00 | 8,000 195 
Beginn des Gelbwerdens 

der Pflanzen. . . 90 14,67 7,335 110 


Pflanzen gelb, Samen 


a ae ee ees 
Pflanzen vertrocknet . 90 41,10 5,871 46 


90 18,63 8,280 102 


Tabelle IV. 
Erbse (,,Torstai‘‘-Erbse). 
Aussaat 22. August 1932, geimpft. Keine N-Nahrung. 
Natiirliche Belichtung. 





» Trocken-| . : ee Vitamin C 
Wachs- gewicht | Carotin  Carotin | Vitamin C auf 1g 
tums- ‘ ; von oo auf 1g in 10 Pflanzen Trocken- 
dauer Wachstumsstadium | 49 pfan-| 10 Pflan- Trocken- substauz 

zeu zen _— Substanz 
ecm Indikator-| cem Indikator- 
Tage g mg mg lésung lisung 
42 4.31 0,5288 0,1227 — — 
46 Beginnende Bliite 3,94 1,0476  0,2659 37 9,5 
50 4,74 0,7091 0.1496 46 9,8 
57 8,25  0,6097  0,0739 49 6,0 
61 13,22, — — 67 5,2 
68 Vollig reif . . . | 13,86 | 0,2800 | 0,0202 50 3,6 
Was nun den Carotingehalt der Pflanzen auf den verschiedenen 
Stadien des Wachstums anbelangt, geht aus den Tabellen hervor, dai 
eine lebhafte Carotinbildung in den jungen Pflanzen stattfindet. Der 
héchste Carotingehalt wird zur Bliitezeit erreicht, nach welcher ein 
rasches Sinken desselben einsetzt. In unseren Versuchen ist beim 
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Weizen der gré8te Carotingehalt einer Pflanze 0,0675 mg (bliihende 
Pflanze), der kleinste 0,0167 mg (Vollreife) gewesen. Noch schroffer 
kommt der Fall des Carotingehaltes in den entsprechenden Prozent- 
zahlen zum Ausdruck, indem beim Weizen schon lange vor dem Bliihen 
das Maximum erreicht wird. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daB zur 
mg 
08 
Abb. 1. 
Die Schwankungen im Carotin- 
06} H i \ fA | | gehalt der Weizenpflanzen in 
verschiedenen Stadien des 
Qs 1 diinacl i f H H j Wachstums. 
Kurve I: Die Carotinmenge von 
10 Pflanzen. 
Kurve II: Carotin pro g Trocken- 
substanz. 
Die gestrichelte Vertikallinie 
gibt den Beginn des Bliihens an. 


g7 


lage 


Zeit der Halmbildung der Gehalt an Trockensubstanz rascher ansteigt 
als der absolute Carotingehalt. Der maximale Carotingehalt pro 1 g 
Trockensubstanz war beim Weizen 0,3777 mg, der niedrigste (bei 
voller Reife) 0,02 mg. Die Kurven in Abb. 1 veranschaulichen die 
Schwankungen des Carotingehaltes beim Weizen zu _ verschiedenen 
Stadien des Wachstums. 
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Eine ahnliche Abnahme des Carotingehalts tritt auch in den zu 
Tierfutter angebauten Grasern, wie Timothee, Knaulgras u.a. ein. 
Diese Tatsache, neben vielen anderen, spricht stark fiir eine friihzeitige 
Heumahd und mehrere jahrliche Ernten. 

Hinsichtlich der Erbse kann vermerkt werden, daB die Schwan- 
kungen des Carotingehalts im allgemeinen denen beim Weizen ahnlich 
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sind. Jedoch erreichen bei der Erbse der prozentuale und der absolute 


Carotingehalt ihr Maximum gleichzeitig. Bis zur Blitezeit wachst also 


bei der Erbse der Carotingehalt rascher an als die Trockensubstanz. 


Gleichzeitig mit der Bildung der Schoten setzt eine schroffe Abnahme 


sowohl der absoluten als auch der prozentualen Carotinmenge ein. Die 
Kurven der Abb. 2 veranschaulichen die Schwankungen des Carotinge- 
halts bei Erbsenpflanzen in den verschiedenen Stadien ihres Wachstums 

Beziiglich der in den oben angefiihrten Tabellen angegebenen 
Zahlen, die sich auf die Vitamin C-Mengen beziehen, méchten wir auf 
folgendes aufmerksam machen: Wir sind, wie schon erwahnt, de: 
Ansicht, da die ‘litrationsmethode zuverlaissige Werte bei den jungen, 
griinen Pflanzen gibt. Von der beginnenden Samenreife an treten aber 

10 
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Abb. 3. 

Die Sehwankungen im Vitamin 
C-Gehalt der Erbse in verschie- 
70) | | ‘ee | | denen Stadien des Wachstums. 
60 | Kurve I: Die Vitamin C-Menge 
50} t | | ] | T von 5 Pflanzen. 

40; | , Kurve II: Vitamin C auf 05g 
30 : : t t Trockensubstanz. 

20 } ' | i Die gestrichelte Vertikallinie 
Olga | | gibt den Beginn des Bliihens an. 





0 
Tage 
in dieser Hinsicht Komplikationen ein. Wir haben oben mitgeteilt, dah 
die Tillmanssche Titrationsmethode sich nicht fiir die Bestimmung des 
Vitamin C in reifen Samen eignet, und deshalb hat man guten Anlaf, 
ihre erfolgreiche Anwendung auch auf unreife Samen zu_ bezweifeln. 
Aus diesem Grunde werden die Zahlenwerte fiir das Vitamin € in den 
Pflanzen von der beginnenden Fruchtreife ab nur mit Vorbehalt gegeben. 
Aus den Versuchsergebnissen kann festgestellt werden, daB die 
Vitamin C-Menge der Erbsen- und Weizenpflanzen bis zur Bliitezeit 


unablassig steigt. Noch nach vollzogenem Bliihen scheint bei der Erbse 
eine deutliche Zunahme des Gehalts an Vitamin C zu beobachten zu 


sein, wie aus der Abb. 3 deutlich hervorgeht. Eine schroffe Abnahme 
tritt erst wahrend der spaiteren Reifungsperiode ein. Beim Weizen hilt 
sich die totale Vitamin C-Menge einer Pflanze nach der Bliite ziemlich 
unverandert, wogegen der entsprechende prozentuale Gehalt infolge der 
Zunahme der ‘Trockensubstanz natiirlicherweise sinkt. Aus oben an- 
gefiihrten Griinden kénnen wir aber diese Ergebnisse nicht als sicher be- 
trachten, solange die Zuverlassigkeit der Titrationsmethode beziiglich der 
Pflanzen auf dem Stadium der Fruchtreife nicht nachgepriift worden ist. 
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Die Einwirkung der Bodenaziditit auf die Bildung von Carotin und 
Vitamin C. 

Zur Klarlegung dieser Frage wurden Versuche mit Hafer, Erbse 
und Weizen im Quarzsand ausgeftihrt. Als py-Optimum gilt fiir simtliche 
untersuchten Pflanzen in Quarzsandkulturen der py-Wert etwa 6,5. 
Den steilsten Fall der Wachstumskurve auf der sauren Seite zeigt 
die Erbse, den flachsten der Hafer. Jede unserer Versuchsreihen umfaBte 
meist die folgenden py-Werte: 4,0, 5,0, 6,0, 6,5 und 7,0. Die Aziditat 
des Sandes wurde mittels Schwefelsiure eingestellt. Der Hafer und 
der Weizen wuchs in Mitscherlich-GefaBen, die Erbse in GefaiBen aus 
gebranntem Ton. Die zur Bewiasserung angewandte Nahrlésung war 
sonst dieselbe wie oben, der Stickstoff wurde nur in einigen Versuchs- 
reihen in der Form von Kaliumnitrat, in den anderen als Ammonium- 
sulfat gegeben, dies deshalb, weil die Art der Stickstoffnahrung nach 
unseren Erfahrungen besonders stark die Carotinbildung beeinfluBt. 
Vergleichshalber wurde auBerdem noch Ammoniumnitrat als Stickstoff- 
quelle verwendet. Die verschiedenen Nahrlésungen enthielten, unab- 
hingig der Form der N-Nahrung, immer dieselbe Menge Stickstoff. 
Die Bestimmungen von Carotin und Vitamin C wurden stets auf dem- 
selben Stadium des Wachstums bei beginnender Bliite ausgefiihrt. 


Aus den Tabellen V bis IX sowie aus den Kurven in Abb. 4 und 5 
ist ersichtlich, daB der prozentuale Gehalt sowohl an Carotin als auch 
an Vitamin C der Erbse und des Weizens am héchsten ist, wenn die Pflanzen 
hei optimaler Aziditat wachsen. Bei ansteigender Aziditaét des Sandes 


wird das Wachstum schwacher, und der prozentuale Gehalt an Carotin 
und Vitamin C sinkt. 


Nach unserer Ansicht ist das eine bemerkenswerte Tatsache, die 
unsere friiheren Beobachtungen! erginzt, wonach die Bodenaziditat 
nicht nur die GréBe der Ernten, sondern auch ihre Qualitdt, also mit 
anderen Worten, die stoffliche Zusammensetzung der Pflanzen beeinfluft. 


Die verschiedene Einwirkung der Nitrate und Ammoniumsalze 
auf die Bildung von Carotin- und Vitamin C geht ebenfalls aus unseren 
obigen Versuchen klar hervor. Vorlaufig ist iiber diese Frage schon 
friiher mitgeteilt worden?. Das Hauptergebnis dieser Versuche bildete 
der Nachweis, daB der Gehalt an Carotin und Vitamin C der Pflanzen 
desto héher ist, je besser die gegebene Stickstoffnahrung auf das Wachs- 
tum der Pflanzen einwirkt. 


1 Virtanen, diese Zeitschr. 193, 300, 1928; Virtanen u. S. v. Hausen, 
Suomen Laiduntalous 2, 7, 1930. 
2 Virtancm Ann. Acad. Scient. Fennicae A, 36, Nr. 12, 1933; 8. v. Haw- 


sen, Acta Chemica Fennica B, 6, 62, 1933. 





. 1. Virtanen, S. v. Hausen u. S. Saastamoinen: 


Tabelle \ 
Weizen (.Aurora“, Friihlingsweizen). 
Aussaat 22. Marz 1933, geerntet am 17. Mai 1933 in voller Bliite. Belichtun, 
teils kiinstlich, teils natiirlich. 


Versuchsserie lI. 





Carotin Vitamin C Vitamin C 
Trockengewicht | anf 1 g Trocken- auf 10g Frisch- auf 1g Trocker 
7 y . > y e ; ~ > 4 
N-Nahrung von 10 Pflanzen substanz gewicht substanz 
cem Indikator- cem Indikator 
mg lisung lisung 


0,0669 32 
0,0826 40 
0,0743 38 
0,0729 32 
0,0514 28 
0,0937 44 
0,1128 56 
0,1981 38 


| 5.666 0.0601 36 


NH,). SO, 


KNOs 
0,0376 32 
0,0896 56 
0,1814 56 
0,0913 48 
0,0890 44 
4.393 0,0398 40 


NH,NO; 


Tabelle VI. 


Versuchsserie 2. 





| Carotin Vitamin C Vitamin C 
Trockengewicht | auf 1g Trocken- 4¥f 10g Frisch- auf 1g Trocken 
N-Nahrung von 10 Pflanzen | substanz gewicht substanz 
} ecm Indikator- cem Indikator- 
g | mg losung lisung 


4,955 0,0546 36 22 
5.778 0,0597 40 29 
5,995 0,0533 38 25 
3,636 0,0452 30 19 
2,905 0,0399 28 17 


(NH,)o “I 
7 10,488 0,1438 40 34 
| 35 8.749 0.1319 46 31 
6,637 0.1222 36 93 
aa 4.395 0,0719 2s 16 
2.694 0,0560 2 14 
752 0.1099 23 
| 05€ 0,1458 52 29 
NH,NOs 3 0,0899 21 
| 92 0.0657 20 
5 0.0509 3 18 
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Tabelle VII. 


Erbse (,,Torstai‘‘-Erbse). 


Aussaat 23. September 1932, geerntet am 30. Oktober 1932, védllig reif. 
Ungeimpft, NH,NO, als Stickstoffnahrung; teils unter natiirlichen Be- 


lichtungsverhaltnissen, teils kiinstlich belichtet. 





Trockengewicht Carotin 
N-Nahrung von 10 Pflanzen auf 1g Trockensubstanz 


g mg 


2,033 0.1473 
3,301 0.1867 
1,889 0,0950 
1,209 0,9857 


(NH oS Og 


2.605 0.1931 
4,167 0.2643 
2.565 0.1119 
1,104 0.1060 
2,718 0.1728 
4.159 0.2141 
2,974 0,0975 
1,456 0,0949 


Tabelle VIII. 
Erbse (,,Torstai‘-Erbse),. 


Aussaat 18. Juli 1932, geerntet am 28. August 1932, in Bliite. Ungeimpft. 
NH,NO, als Stickstoffnahrung; unter natiirlichen Belichtungsverhaltnissen. 





Vitamin C auf Vitamin C auf 
Trockengewicht 10g Frisch- 1g Trocken- 

N-Nahrung von 10 Pflanzen gewicht substanz 
ecm Indikator- eem Indikator- 

lésung lésung 


21 16 
22 
; 38 23 
(N Hy)oSO, 5,! 27 19 
23 15 
12 


38 
42 
33 








A. |. Virtanen, 8S. v. Hausen u. S. Saastamoinen: 


Tabelle 


Hafer (,,.Kyt6", 


Aussaat 14. Juli 1932, geerntet am 31. 


[X. 
Tammisto). 


August 1932, eben vor der Bliite 


Unter nattirlichen Belichtungsverhaltnissen. 





Vitamin C auf Vitamin © auf 


Trockengewicht 10 g v isch- 1g Trocken- 
N-Nahrung von 10 Pflanzen gewicht substanz 


g 


5,74 
7,31 
8,04 
(NH,)oSO, 5, 6,71 
5,72 
4,47 
3,55 
12,40 
18,83 
17,00 
12,51 
9.85 
1,79 
2,99 
17,45 
18,06 
13,29 
10,62 
5,95 





6 7 fy 8 
Abb. 4. 

Die Einwirkung der Aziditit des Quarz- 
sandes auf den Carotingehalt. Carotin in 
mg pro 1g Trockensubstanz. 

Kurve I: Weizen. Kurve II: Erbse. 


eem Indikator- eem Indikator 
losung losung 
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7 
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8 
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10 
10 
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7 Ty & 
Abb. 5. 

Die Einwirkung der Aziditit des Quarz- 
sandes auf den Vitamin C-Gehalt. cem Indi 
katorlésung pro 1 g Trockensubstanz. 
Kurve I: Weizen. Kurve II: Erbse. 


Besprechung der Resultate. 


Die vorliegende Arbeit zeigt, daB die totale Menge des Carotins 


einer Pflanze bis zur beginnenden Bliite rasch ansteigt, um danach 
ununterbrochen bis zur Zeit der Fruchtreife zu fallen. Ebenfalls geht 
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aus der Arbeit hervor, daB8 der prozentuale Carotingehalt der bei 


optimalem px gewachsenen Pflanzen bedeutend héher ist als der bei 


unginstigerer Aziditat gewachsenen Pflanzen. Des weiteren wird der 
héchste Carotingehalt mit derjenigen N-Nahrung, welche die kraftigste 
Entwicklung der Pflanze hervorruft, erreicht. Als eine allgemeine 
tegel kann festgestellt werden, daB der héchste Carotingehalt und das 
kraftigste Wachstum zusammenfallen. Nach unserer Ansicht beweisen 
diese Tatsachen klar und deutlich, daB das Carotin mit dem Wachstum 
der Pflanzen eng verbunden ist, und da man deshalb das Carotin als 
einen wesentlichen Wachstumsfaktor der Pflanzen betrachten kann. 

Die chemischen Umwandlungen, welche den Carotinschwund 
nach dem Blithen der Pflanzen verursachten, sind von uns bisher nicht 
untersucht worden. Auch von dem quantitativen Verhaltnis zwischen 
dem Carotin- und Chlorophyllgehalt der Pflanzen auf verschiedenen 
Stadien des Wachstums haben wir bisher keine genauere Kenntnis. 
Kine Untersuchung zur Klarlegung dieser hochinteressanten Frage 
ist in unserem Laboratorium bereits im Gange. 

Die Schwankungen im Gehalt an Vitamin © der Pflanzen sind in 
vieler Hinsicht denjenigen des Carotingehalts ahnlich. Der maximale 
Gehalt an Vitamin C ist im allgemeinen dann beobachtet worden, wenn 
das Wachstum am kraftigsten gewesen ist. Dagegen konnte keine 
deutliche Abnahme des Gehalts an VitaminC nach dem _ Blihen 
beobachtet werden, wie das ja hinsichtlich des Carotins der Fall war. 
Im Gegenteil nimmt der Gehalt an Vitamin C der Erbse noch nach dem 
Blihen zu, um erst bei spiteren Reifestadien zu fallen. Dies kann 
jedoch auch von der Ungenauigkeit der ‘Litrationsmethode beziiglich 
der Samen herriihren (vgl. oben). Auf der Basis der oben dargelegten 
Resultate liegt der Gedanke nahe, daB auch das Vitamin C mit dem 
Wachstum der Pilanze in enger Beziehung steht. 

Auf die praktische Bedeutung der obigen Resultate, vom nahrungs- 
physiologischen Standpunkt aus betrachtet, ist bereits hingewiesen 
worden. 





Das Verhalten der Milchsiurebildung am Vorhofstreifenpriparat 
des Kaninchens unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 
F. Gottdenker und M. Wachstein. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1933.) 
Seit langem haben die chemischen Vorgiinge, die sich bei der 


Tatigkeit des Herzens abspielen, das Interesse des Physiologen erregt, 
a rotz vieler dare verwendeter Miihe sind unsere Kenntnisse 
ber trotz vieler darauf verwendeter Miihe sind Kennt 


iiber den Herzstoffwechsel gering und die Ergebnisse vielfach wider- 
sprechend. Wahrend man friither der Meinung war, daB die Kohlen- 


hydrate allein bei der Tatigkeit des Herzens umgesetzt werden, wurde 
gerade in jiingster Zeit diese Lehre stark erschiittert. Clark, Gaddi: 
und Stewart beziehen nur den geringeren Teil des verbrauchten Sauer- 
stoffes auf die Verbrennung der Kohlenhydrate. Wertheimer geht sogar 
noch weiter und leugnet — wenigstens fiir das Froschherz bei nicht 
zu groBer Belastung — einen Kohlenhydratverbrauch unter aeroben 
Bedingungen (dort finden sich weitere Literaturangaben zu dieser Frage). 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden am _ Vorhofstreifen- 
praparat vom Kaninchen durchgefiihrt, das sich Wachstein bei einer 
anderen Fragestellung bewaihrt hatte. Auch Wertheimer zieht in seinen 
oben erwaihnten Arbeiten den Vorhofstreifen (vom Frosch) zu Stoff- 
wechseluntersuchungen heran und hebt die Vorteile dieser Methode 
gegeniiber den anderen (Langendorff usw.) hervor. Wir kénnen uns daher, 
die Angaben Wertheimers voll und ganz bestatigend, bei der Beschreibung 
dieser Methode kurz fassen. 


r 


Der den Sinusknoten enthaltende Anteil des rechten Vorhofes wird 
entlang der Taenia terminalis streifenf6rmig herausgeschnitten und unter 
den gewiinschten Bedingungen suspendiert. Gleichzeitig wird ein etwa 
gleichgroBes Stiick aus dem linken Vorhof in ein GefaéB gegeben und unter 
denselben Bedingungen gehalten wie der suspendierte Streifen. Zu Beginn 
des Versuchs wird auBerdem in je einem Stiickchen (etwa 100 mg) aus dem 
rechten und dem linken Vorhof der Milchsaéuregehalt bestimmt. Auf diese 
Weise ist es méglich, bei ein und demselben Tiere Ruhe- und Arbeitsstoff- 
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wechsel bei Vorhandensein vergleichbarer Ausgangswerte zu studieren. 
Man muB sich dariiber im klaren sein, daB durch so groBe Schnittflachen 
schwere pathologische Verainderungen gesetzt werden, doch sind auch alle 
anderen Methoden am isolierten Herzen keineswegs physiologisch. 

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war: 

1. Wie lange kann der Herzstreifen ohne Sauerstoff schlagen / 

2. Welchen Einflu8 hat die Zusammensetzung der Nahrlésung auf 


die Uberlebensdauer unter anaeroben Bedingungen ? 


Wie verhalt sich die Milchsdiurebildung in der Aerobiose und 
Anaerobiose, sowie bei Verwendung von Nahrlésungen ver- 
schiedener Zusammensetzung / 


Uber das Verhalten des Herzens bei SauerstoffabschluB gibt es cine 
Reihe Arbeiten von Freund und Kénig. Nach W. Kén’g vermag das nach 
Langendorff praparierte Warmbliiterherz in Stickstoffatmosphare 30 bis 
60 Minuten zu schlagen. Bei Zuckerzusatz wird die Uberlebensdauer bis 
'/, Stunden verlingert. Die Untersuchungen wurden bei Temperaturen 
von 30 bis 32°C durchgefiihrt; allerdings schlug auch ein Herz bei 39° 
I'), Stunden. Asher und Scheinfinkel konnten die Befunde von Kénig 
bestatigen. 


zu 5 


Neue Gesichtspunkte zur Frage des Sauerstoffbedarfs schlagende1 
Herzen verdanken wir Clark und seinen Mitarbeitern, die am Froschherzen 
arbeiteten. Diese Autoren verweisen auf die zahlreichen Widerspriiche in 
der Literatur tiber die Schlagdauer des Kaltbliiterherzens unter Sauerstoff- 
abschluB und behaupten, daB die Schlagdauer in der Anaerobiose abhangig ist : 
1, vom py der Nahrlésung, 2. vom Zuckerzusatz. 

Die Uberlebensdauer sei besonders kurz bei einem pu der Nahrlésung 
von 6.8 bis 7,0 und wesentlich verlangert bei alkalischer Reaktion. Der 
Grund fiir das schnelle Versagen des Herzens in der sauren Nahrlésung 
liegt nach Clark, Gaddie und Stewart darin, da®B die in der Anaerobiose 
gebildete Milchsaéure nicht in das umgebende Medium austreten kann, somit 
im Muskel angehauft wird und diesen lahmt. 


Im Sinne unserer Fragestellung untersuchten wir die Milchsaéure- 
veranderungen bei Verwendung verschiedener Nahrmedien bei Sauerstoff- 
zufuhr sowie in der Anaerobiose. 


Methodik. 


MittelgroBe Kaninchen wurden durch Nackenschlag, in einzelnen 
Fallen durch Entbluten getétet, der Thorax méglichst rasch eréffnet, das 
Perikard aufgeschnitten und um die Vena cava sup. eine Ligatur gelegt. 
Das Herz wird herausgeschnitten und in warmer Ringerlésung gewaschen. 
Kine zweite Ligatur wird am Margo obtusus an der Vorhofkammergrenze 
gelegt und die Muskelbriicke herausgeschnitten. Es mu sorgfaltig darauf 
geachtet werden, dai kein Fett am Muskelstreifen haften bleibt. Nach 
neuerlichem Waschen im Ringer wird der Vorhofstreifen mit dem einen 
Ende an einem Glashakchen, das gleichzeitig zur Gaszufuhr dient, befestigt, 
das andere Ende an einem Schreibhebel. Die Nahrlésung (6 cem) befand 
sich in einer kleinen Eprouvette (Durchmesser: 10mm, Héhe: 100 mm). 
Ein etwa gleichgroBes Stiick aus dem linken Vorhof wurde ebenfalls in 
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6 ccm Nahrlésung gebracht und in gleicher Weise behandelt wie der Streifen ; 
von einer Suspension des nicht spontan schlagenden linken Vorhofes wurd: 
jedoch Abstand genommen. Gleichzeitig wurde je ein etwa 100 mg schwere 
Sttick aus beiden Vorhéfen herausgeschnitten und sofort weiter verarbeitet 
Die Milchsiure wurde nach Mendel und Goldscheider in der von Hausen, 
Riesser und Nagaya angegebenen Modifikation fiir die Bestimmung im 
Gewebe mit einigen kleinen Abainderungen bestimmt. 

Zur Kontrolle der Methode wurden zahlreiche Versuche durchgefiihrt 
die sich in zwei Gruppen teilen lassen: 

1. Kontrolle der Eichkurve durch Bestimmung des Milchsauregehalte 
einer gestellten Lactatlésung. 

2. Es wurde der Milchsaéuregehalt der Ventrikelmuskulatur (zwei bis 
drei Parallelbestimmungen) bestimmt. 

Da die Kontrollen gut iibereinstimmende Werte ergaben, kénnen di 
Sechwankungen des Milchséuregehaltes der Vorhofmuskulatur nicht aut 
Fehler der Methode zuriickgefiihrt werden. 

In einigen Fallen haben wir die Bestimmung der Milchséure im Muske! 
und in der Suspensionsfliissigkeit getrennt durchgefiihrt. Den Sauerstoft 
und Stickstoff haben wir aus Bomben entnommen. Zur Absorption von 
Sauerstoffspuren wurde der Stickstoff durch zwei mit Pyrogallol-Kalilauge 
gefiillte Waschflaschen geschickt. Als Nahrl6sung wahlten wir: 

1. Eine schwach saure Ringerlésung (py 6,8 bis 6,9), die man erhilt, 
wenn man beim gewéhnlichen Ringer den Carbonatzusatz weglaBt. 

2. Eine alkalische Nahrlésung. Wir wahlten die Tyrodelésung, deren 
py in der Warme (37°C) und beim Durchperlen von Sauerstoff von 7.2 
auf 7,6 ansteigt. Es gelang uns nicht, entsprechend den Angaben Clarks 
durch Sauerstoffdurchleitung der Ringerlésung bei 37° C eine stark alkalische 
Nahrlésung (px 8,2) zu erhalten. 

3. Eine alkalische Tyrodelésung wie bei 2. mit 0,1°,igem Dextrose- 
zusatz. 

Um ein Bild von den wahrend der Anaerobiose gebildeten Milchsaure 
zu erhalten, haben wir in jeder Versuchsreihe in einer Gruppe den Versuch 
nach etwa | Stunde aeroben Schlagens abgebrochen und die gebildete 
Milchséure bestimmt. In der zweiten Gruppe der Versuche wurde nach 
ungefahr gleich langem Schlagen unter Sauerstoff das Herz unter anaerobe 
Bedingungen gesetzt und erst dann die gebildete Milchséiure bestimmt. 


I. Versuche mit saurem Ringer. 


(Tabelle Ia und Ib.) 


Das pu dieser Lésung betrigt bei 37°C und Sauerstoffdurch- 


perlung 6,8 bis 6,9. 

Sauerstoffversuche. Schlagdauer etwa 60 Minuten. Die Versuche 
ergaben keine einheitlicnen Resultate. Im schlagenden rechten Vorhof- 
streifen wurde in einem Teile der Versuche ein Milchséureanstieg um 
25 bis 45°, gegentiber dem Ausgangswert beobachtet, in drei Versuchen 
sank der Milchsaéurespiegel um 5 bis 30°, ab, in einem Versuch blieb der 
Milchséuregehalt gleich. Im linken Vorhofstreifen stieg der Milchsaéure- 
gehalt um 24 bis 79°, an. In einem Versuch wurde ein Absinken um 12° 
beobachtet, in einem anderen war der Milchsaéurespiegel unverdndert 
geblieben. Durchschnittlich war rechts die Milchsaéure um etwa 10° (arith- 
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Tabelle I. 
Versuche mit saurem Ringer (py 6,8 bis 6,9). 
a) Sauerstoffversuche; 
b) Sauerstoff -++ Stickstoffversuche. 


a. 





Milchsiurevorwerte Milchstureendwerte Milchs&ureanstieg 
lovon erie Ea A : Schlag- 
Versuch rechter linker rechter linker a : . 
vom Vorhof Vorhof Vorhof Vorhof rechts links 


mg-9/» mg-°/9 mg-°® 9 mg-" 9 Min. 0} 


is. Zi. y 286 46 83 60 70 - 39 
17. XI. LOY 132 169 164 108 + 45 
Zi. we 132 152 165 201 50 25 
29. XI. 127 168 174* Q51* 65 37 
30. XI. 134 143 96 147 51 — 28 
3. XIL. 86 67 85 SI 64 0 
6. XII. 131 149 176 ** 130 ** 62 + 34 
10. XIU. 85 77 81 138 60 — 5 


a) Arithmetisches Mittel: rechts: Anstieg um 9.7°,, links: 29°,. 
b) Mittelwert: rechts: + 7,5°,, links: + 34°. 


* Milchsiure im Muskel und in der Suspensionsfliissigkeit wurde getrennt bestimmt 
rechter Vorhof: 65 mg-°/,), Suspensionsfliissigkeit: 109 mg-9/)5; linker Vorhof: 74 my-®/,, 
I £g g 

Suspensionsflissigkeit: 177 mg-°/,. 
** Milchséure im Muskel und in der Suspensionsfliissigkeit wurde getrennt bestimmt; 
rechter Vorhof: 85 mg-°/), Suspensionsfliissigkeit: 91 mg-°'); linker Vorhof: Milehséure in 
i g 
Spuren, nicht kolorimetrierbar, Suspensionsfliissigkeit: 130 mg-°/9. 


b. 





Milchsiiurevorwerte Milchsiureendwerte Schlagdauer Milchsiureanstieg 


Versuch rechter linker rechter linker aR 
yom Vorhof Vorhof Vorhof Vorhof 0, No rechts links 


mg-°/5 mg-9/» mg-9/» mg-9/9 0 0/5 


136 85 264* 130* 80’ | 5’ 94 

108 119 175 140 92 | 5'30” 63 

57 50 65 88 32 | 530 14 

143 123 110 210 35 | 630 || —23 

93 128 132 93 28 17 + 42 

116 153 L7a** | 216** 83 | 530} 48 

94 116 178*** | 160***| 36 | 730 8Y 

: . 85 106 136 154 40 | 530 | 69 
. XI. 113 134 147 171 46 7 30 


a) Arithmetisches Mittel: rechts: Anstieg um 66°, links: 37°. 
b) Mittlerer Wert: rechts: + 36°, links: + 21°. 


Bei *, ** und *** wurde die Milchsiure im Muskel und in der Suspensionstfliissigkeit 
getrennt bestimmt: 
* Rechter Vorhof: 124 mg-°/), Suspensionsfliissigkeit: 140 mg-®9: linker Vorhof: 
62 mg-9/o, Suspensionsfliissigkeit : 78 mg-°/9. 
** Rechter Vorhof: 81 mg-°/), Suspensionsfliissigkeit : 91 mg-°/); linker Vorhof: 113 mg-° 
Suspensionsfliissigkeit: 103 mg-°/». 
*** Rechter Vorhof: 72 mg-°/9, Suspensionsfliissigkeit: 106 mg-°®/); linker Vorhof 
71 mg-°/9, Suspensionsfliissigkeit: 89 mg-9/,. 


Oy 


13* 
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metisches Mittel: + 9,.7°,, bei einem Mittelwert! von + 7,5°,), links un 
etwa 30°, (arithmetisches Mittel: + 29°., bei einem Mittelwert von 

34°.) angestiegen. In zwei Versuchen wurde die Milchséure im Muske! 
und in der Suspensionsfliissigkeit gesondert bestimmt (Versuche vom 
20. November und 6. Dezember). Der Milchséuregehalt der Suspensions 
fliissigkeit war fast doppelt so groB als der des Muskels. 

Stickstoffversuche. Nach etwa 60 Minuten Schlagen im Sauerstofi 
wurde Stickstoff eingeleitet. Unter SauerstoffabschluB schlug der Herz 
streifen 5 bis 7'/5 Minuten. Von neun Versuchen war im rechten Vorhot 
streifen (-++ Suspensionsfliissigkeit) achtmal die Milchsiéiure stark vermehrt 
(14 bis 94°, mehr als im Ausgangswert), in einem Versuch wurde eine 
Verminderung des Milchséuregehaltes um 23°, beobachtet. Im linken 
Vorhof war ebenfalls von neun Versuchen achtmal der Milchséurespiege! 
gesteigert (18 bis 70°.) und nur einmal um 27°, herabgesetzt. Durch 
schnittlich war rechts die Milchséiure um etwa 70°, vermehrt, links um 
etwa 40°, (arithmetisches Mittel: rechts +- 66°%,, links + 37°,; Mittel- 
wert: rechts -+ 36°,, links + 21°). Auch in dieser Versuchsanordnung 
kommt es zu keinem Zuriickbleiben der gebildeten Milchsaéure im Muskel 
(s. Versuche vom 8.. 10., 11., 24., 25. November und 9. Dezember, in denen 
die Milechsaiure des Muskels und der Suspensionsfliissigkeit getrennt be 
stimmt wurde). 

Zusammenfassend ergibt sich: Im sehwach sauren Ringer kommt es 
unter SauerstoffabschluB schon nach wenigen Minuten zum Stillstand des 
suspendierten Vorhofstreifens. Die Milchséureveriinderungen im kurz- 
fristigen Sauerstoffverbrauch sind nicht einheitlich. Im Stickstoffversuch 
wurde eine Vermehrung der Milchséurebildung beobachtet. Doch kommt 
es weder im reinen Sauerstoffversuch noch im Sauerstoff-Stickstoffversuch 
zu einer Retention der gebildeten Milchsaéure im Herzmuskel. 


Il. Alkalischer Ringer (T yrodelésung) ohne Glucose. 
(Tabelle Ila und IIb.) 


79 


Das py dieser Lésung war bei Zimmertemperatur 7,2 und stieg beim 
Durchleiten von Sauerstoff bei 37° C auf 7,6 an. 

Sauerstolfrversuche. Nach einer Schlagdauer von 60 Minuten im sauerstoff- 
durchperlten Ringer wurde der Versuch abgebrochen und die Milchséure 
bestimmt. Trotz der geringen Zahl der Versuche hat es den Anschein, 
daB im schlagenden Streifen der Milchséurespiegel am Ende des Versuchs 
nicht oder nur wenig verandert ist, wahrend im nichtschlagenden linken 
Vorhofstreifen die Milchséurebildung stark vermehrt ist (rechts Verminderung 
um 10°, links Steigerung um 105°). 

Stickstoffversuche. Nach 1 Stunde Schlagen im Sauerstoff wurde 
Stickstoff durch die Nahrlésung geleitet. Die Hubhéhe des schlagenden 
Streifens nahm zuerst zu (Reizwirkung), um dann allmahlich kleiner zu 
werden. Der Herzstreifen stand nach 18 bis 37 Minuten still (23 Minuten 
im Mittel aus fiinf Versuchen). Der Milchséuregehalt war sowohl im rechten 
als auch im linken Vorhof (+ Suspensionsfliissigkeit) am Ende des Ver- 
suchs stark vermehrt (arithmetisches Mittel aus ftinf Versuchen: rechts 
Steigerung um 141°), links um 126%; Mittelwert: rechts Steigerung 


Niedrigster Wert + héchster Wert. 


9 


1 Mittelwert : 
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Tabelle IT. 
Versuche mit alkalischem Ringer (Tyrodelésung). 
a) Sauerstofiversuche ; 
b) Sauerstoff +- Stickstoffversuche. 











a. 
Milchsdurevorwerte Milchsiureendwerte Milchsaureanstieg 
Versuch rechter linker rechter linker Schlag- ‘ 
bi Vorhof Vorhof Vorhof Vorhof dauer rechts links 
mg-°/, mg-/ mg-°/,» mg-9), Min. Oy io 
> ¥. | 112 135 325 69 195 
5. V. 115 149 121 259 60 5 67 
6. V. jj 158 149 117 284 || 60 — 25 + 30 
a) Arithmetisches Mittel: rechts: — 10°,,. links: + 105°, 
b) Mittelwert: rechts: — 10°,, links: + 128°. 
b. 
Milchsiurevorwerte Milchsitiureendwerte Schlagdauer Milchsdureanstieg 
Versuch rechter linker rechter | linker eee os 
vom Vorhof Vorhof Vorhof | Vorhof O. | Noe rechts links 
mg-9/ mg-°'9 mg-9/9 | mg-°/ Min. Min. Jy 9/5 
fz. EY. 169 131 284 | 255 58 18 6! 94 
14. IV. 147 149 245* | 267* 48 20 6: 79 
21. IV. 9) 85 255** | 212°* 62 37 180 150 
25. IV. 71 191 201%** | 277(***|| 50 21 253 170 
26. IV. 68 73 160 | 184 60 23 135 139 


a) Arithmetisches Mittel: rechts: Anstieg um 141°,, links: 126%). 
b) Mittlerer Wert: rechts: + 1589, links: + 125° 


or 


Bei *, ** und *** wurde die Milchsiure im Muskel und in der Suspensionsfliissigkeit 
getrennt bestimmt: 
* Rechter Vorhof: 30 mg-°/,, Suspensionsfliissigkeit: 215 mg-9/); linker Vorhof: 
20 mg-°,9, Suspensionsfliissigkeit: 247 mg-®/,. 
** Rechter Vorhof: 61 mg-9/g, Suspensionsfliissigkeit: 194 mg-°/,; linker Vorhof: 
50 mg-°/9, Suspensionsfliissigkeit: 162 mg-°/,. 
*** Rechter Vorhof: 34 mg-9%/), Suspensionsfliissigkeit: 192 mg-°/9; linker Vorhof: 
63 mg-¥/9, Suspensionsfliissigkeit: 248 my-°/p. 


um 158°, links 125°,. Schwankungsbreite: rechts 63 bis 253°,,, links 
79 bis 170%, Steigerung). In drei Versuchen wurde der Milchsiéuregehalt 
des Muskels und der Suspensionsfliissigkeit gesondert bestimmt. Es zeigte 
sich dabei, dali die gebildete Milchsaéure gréBtenteils in die Nahrlésung 
iibergetreten war. 

Zusammenfassend ergibt sich: Unter aeroben Bedingungen kommt es 
im 1-Stunden-Versuch im schlagenden Vorhofstreifen zu keiner wesentlichen 
Verainderung des Milchséurespiegels, wihrend er unter SauerstoffabschluB 
um mehr als 100°, ansteigt. Im nichtschlagenden linken Vorhofstreifen 
steigt die Milchséure sowohl im Sauerstoff als auch im Sauerstoff-Stickstoff- 
versuch um das Doppelte an. Die Uberlebensdauer des schlagenden Streifens 
ist wesentlich verlangert. 
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Il. Alkalischer Ringer (Tyredelésung) + 0,1°, Glucoseusatz. 
(Tabelle Illa und IIIb.) 

Verwendet wurde eine Tyrodelésung wie bei II, der auBerdem | 
Glucose auf 1000 cem Tyrodelésung zugesetzt wurde. 

Sauerstoffversuche. Nach einer Schlagdauer von 60 Minuten. stieg 
sowohl im rechten als auch im linken Vorhofstreifen die Milchséure seh 
stark an (arithmetisches Mittel: rechts Anstieg um 130°), links 68° 
Mittelwerte: rechts 133°%, links 113°,. Schwankungsbreite: rechts + 109 
bis 158°, links + 60 bis 167°,). 

Stickstoffversuche. In sechs Versuchen wurde nach 60 Minuten Stickstoft 
durchgeleitet. Der Herzstreifen schlug unter SauerstoffabschluB 17 bis 
57 Minuten. Der Milchséureanstieg war nicht wesentlich gréBer als bei 
Verwendung der glucosefreien Tyrodelésung (arithmetisches Mittel aus 
fiint Versuchen vom Versuch vom 16. Mai wurde abgesehen —: rechts 


Tabelle III. 
Versuche mit alkalischem Ringer (Tyrodelésung) + 0,1°, 
Glucosezusatz. 
a) Sauerstoffversuche; 
b) Sauerstoff + Stickstoffversuche. 


a. 





Milchsiurevorwerte * Milchsiureendwerte || Milehsdureanstieg 
5 


Versuch rechter linker rechter linker Schlag- ‘ Ge 
vom | Vorhof Vorhof Vorhof Vorhof dauer || rechts links 


mg-%/5 | mg-%/9 mg-°/o mg-°/» Min. || Oo 


oe. + ¥, 94 105 197 168 6) 109 | 69 


oh Vs 65 89 168 238 65 158 | 167 
25. VII. || 90 110 201 197 60 123 | 79 


a) Arithmetisches Mittel: rechts: Anstieg um 130°,, links: 68°. 
b) Mittlerer Wert: rechts: + 183°, links: + 113°. 


b. 





Milchsiure- 
anstieg 


Milchsiure- Milchséure- 


Schlagdaue 
vorwerte endwerte chlagdauer 


Versuch — I t =. vie li es rear 9k) ree | ‘li k “ 
vom rechter | linker rechter | linker | 3 ‘ : 
Vorhof Vorhof Vorhof | Vorhof Os No rechts links 


| 
mg-°/ mg-9/9 mg-9/o mg-9/9 Min. | Min. 9/9 


121 125 292 509 89 17 | 
91 104 186 295 64 20 | 109 183 
81 99 228 224 60 53 6 «(181 126 
95 iy || tee 283 68 24 | 35 141 
66 66 182 251 67: | 2% 174 280 
57 63 237 327 oe. 1. OF 314 410 
a) Arithmetisches Mittel: rechts: Anstieg um 160°, links: 228°). 
b) Mittlerer Wert: rechts: + 169°, links: 268°). 
* Milchsiure im Muskel und in der Suspensionsfliissigkeit wurde getrennt bestimmt: 


rechter Vorhof 39 mg-°/,, Suspensionsfliissigkeit 198 mg-°/); linker Vorhof 110 mg-®/); Suspen- 
sionsfliissigkeit 217 mg-°/». 
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Steigerung um 160°,, links 228°,; Mittelwert: rechts + 169°, links 
+ 268°, Schwankungsbreite: rechts + 35 bis 314°,, links + 126 bis 
410%). 

Zusammenfassend ergibt sich: Bei Verwendung einer zuckerhaltigen 
Tyrodelésung ist die Uberlebensdauer des schlagenden Herzstreifens be- 
deutend linger als bei der zuckerfreien Tyrode. Die Milcaséurebildung ist 
sowohl im reinen Sauerstoffversuch als auch im Sauerstoff-Stickstoff- 
versuch sehr vermehrt. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die Versuche bestatigen im wesentlichen die Angaben von Freund 
und Kénig beziiglich der Uberlebensdauer des anaerob schlagenden 
Herzens. Wenn auch die Schlagzeit unter unseren Bedingungen nicht 
so lang ist, wie sie von diesen Autoren am Langendor/f-Herzen ermittelt 
wurde, so liegt dies vielleicht darin, daB sich der SauerstoffabschluB 
des Streifens vollkommener gestalten laBt als am ganzen Herzen. 
Sehr deutlich trat auch der Unterschied zwischen den mit und ohne 
Sauerstoff schlagenden Streifen zutage. Andererseits war tatsachlich 
in der ungepufferten Ringerlésung die Schlagdauer wesentlich herab- 
gesetzt. Schon von Martin war die antagonistische Wirkung des 
Natriumcarbonats gegen den Sauerstoffmangel bei der Herztatigkeit 
gezeigt worden. Unter aeroben Bedingungen schlug allerdings das 


Priparat auch in saurer Lisung viele Stunden. Weshalb das Fehlen 


des Bicarbonats unter anaeroben Bedingungen sich so unginstig aus- 
wirkt, laBt sich auch durch unsere Versuche nicht erkliren. Sicher ist, 
daB die Ansicht Clarks und seiner Mitarbeiter nicht zu Recht besteht, 
daB die in der Anaerobiose gebildete Milchsiure in saurer Nahrlésung 
nicht aus dem Herzmuskel hinausdiffundieren kann und es dadurch 
zum Stillstand kommt. Aus unseren Versuchen geht deutlich hervor, 
daB auch unter diesen Bedingungen ein groBer Teil der gebildeten 
Milchsiure in die Umgebungsfliissigkeit iibertritt. Ferner ist die in 
der Aerobiose -+- Anaerobiose gebildete Milchsiuremenge nicht grob 
genug, als dai sie den Stillstand bedingen kénnte. Man kann der 
Nahrlésung groBe Mengen von ,Natriumlactat zusetzen, ohne daB es 
zu einer Beeintrichtigung der Herztaitigkeit kommt. Wir miissen die 
Ursache des schnellen Erlahmens der Herztitigkeit unter anaeroben 
Bedingungen offen lassen, kénnen aber eine Anhéufung von Milchsaure 
nicht als Ursache anerkennen. 

Hat der Herzmuskel Gelegenheit, unter anaeroben Bedingungen 
langere Zeit zu schlagen — wie dies in gepufferten Nahrlésungen der 
Fall ist —, so kommt es zu einer betrachtlichen Steigerung der Milch- 
saurebildung. Es werden — wie Wertheimer, Clark u. a. es eingehend 
beschrieben haben — in der Anaerobiose die Kohlenhydrate in er- 
hébtem MaBe zur Energieleistung herangezogen. 
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Auffallend ist das Verhalten in den Kontrollversuchen, in denen 
wir den Herzstreifen unter Sauerstoffzufuhr etwa 1 Stunde im schwach 
sauren Ringer schlagen lieBen. Es zeigte sich, da im schlagenden 
Streifen oft weniger Milchséure war als in dem dazugehérigen ruhenden 
Streifen, in einzelnen Versuchen war sie im schlagenden Streifen soga: 
geringer als der Ausgangswert. Wir haben diese Erscheinungen weite: 
verfolgt und den Streifen 4!'/, bis 8 Stunden in gepufferter und un 
gepufferter Ringerlésung schlagen lassen: In zehn Versuchen hatte 
nur ein schlagender Streifen einen Milchséiuregehalt, der etwa dem Aus- 
gangswert entsprach. In den anderen neun Streifen war am Ende 
des Versuchs keine Milchséure vorhanden. In den nicht schlagenden 
Kontrollstiicken aus dem linken Vorhof war die Milchséiure siebenmal 
um ein betrachtliches tiber den Ausgangswert angestiegen. 


Aus diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daB die Milchsiure 
wihrend des Schlagens unter aeroben Bedingungen vollstandig ver- 
schwinden kann. Auch Wertheimer gibt an, daB der Milchsiuregehalt 
seiner Froschvorhofstreifen nach lingerer Schlagdauer eher geringer 
war als in den dazugehérigen ruhenden Kontrollstreifen. Diese Er- 


gebnisse lassen sich unzweifelhaft mit denen von Himwich, Koskof/ 
und Nahum, Mc.Ginty, Rihl und Rolshofen in Einklang bringen. 
Diese Autoren konnten bei vergleichsweiser Untersuchung des Koronar- 
venen- und des arteriellen Blutes beim Saugetier nachweisen, dab 
yfihrend der Herztatigkeit dem arteriellen Blut Milchséiure entzogen 
wird. Erst beim schwer geschadigten bzw. anaerob schlagenden Herzen 
wird Milchsiure an das Koronarvenenblut abgegeben. Ein gegen- 
teiliges Verhalten ist in den Versuchen zu beobachten, in denen 
der Vorhofstreifen unter aeroben Bedingungen 1 Stunde lang in Zucker- 
Tyrode schlug. In diesen Versuchen kam es nicht nur zu keinem 
erhéhten Milchsaiureverbrauch, sondern sogar zu einer gesteigerten 
Milchsaiurebildung. Wie weit dies mit der verlangerten Schlagdauer 
unter anaeroben Bedingungen zusammenhangt, laBt sich aus unseren 
Versuchen vorliufig nicht sagen. Jedenfalls scheint hier ein Anhalts- 
punkt fiir die weitere Erforschung der verbessernden Wirkung des 
Traubenzuckers auf die Herztitigkeit gegeben zu sein. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird im Vorhofstreifenpraparat vom Kaninchen der Milch- 

sduregehalt unter aeroben und anaeroben Bedingungen bestimmt. 
° ° P rs e ea 2 be 

2. Die durchschnittliche Uberlebensdauer in Stickstoffatmosphare 
betrigt in ungepufferter Ringerlésung 6 Minuten, in gepufferter Ringer- 
lésung (T'yrode) ohne Zuckerzusatz 17 Minuten und in Tyrodelésung 
mit ‘Traubenzuckerzusatz 37 Minuten. 
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3. In der Anaerobiose kommt es zu einer vermehrten Milchsaure- 
bildung unabhangig von der Art der Nahrlésung, doch wird die gebildete 
Milchsiure keinesfalls im Herzmuskel retiniert, sondern diffundiert 
gréBtenteils in die Suspensionslésung. 

4. Im langdauernden Sauerstoffversuch (bis zu 8 Stunden) kommt 
es zum vollstandigen Milchsiureschwund. 
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Die Bildung von Wasserstoffperoxyd durch B. bulgaricus. 


Von 


Claude Fromageot und Jean Roux. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Institut de Chimie der 
Universitat zu Lyon.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1933.) 


In einer Reihe von Versuchen tiber die Kinetik der Vergarung 
verschiedener Zucker in Ringerlésung durch B. bulgaricus haben wit 
beobachtet!, daB in Gegenwart von Luft die Reaktion nach einer all- 
miahlichen Verzégerung immer zum Stillstand kommt, ehe der vorhanden 
Zucker vollkommen verbraucht worden ist. Wir haben sofort erkannt. 
daB dieser Stillstand nicht einer Verminderung der Lebenskraft der 
Bakterien zugeschrieben werden kann, die entweder durch eine zu 
lange Beriihrung mit der Ringerlésung oder durch das Schiitteln im 
Warburg-Apparat hatte hervorgerufen werden kénnen. Denn es ver- 
giren Bakterien, die zur selben Zeit in Suspension einer Ringerlésung 
zugesetzt und von diesem Augenblick an geschiittelt wurden, die Glucose 
mit derselben Geschwindigkeit, wie wenn man die Glucose 15 Minuten 
nach Beginn des Schiittelns oder nach 2 Stunden Schiitteln zugibt 
Auf der anderen Seite haben wir bemerkt, daB, wenn man die iiber 
den Lésungen stehende Luft vollkommen durch sauerstoffreien Stick 
stoff ersetzt, der Stillstand der Reaktion nicht stattfindet, im Gegenteil 
die Vergirung mit konstanter Geschwindigkeit verliuft, um mit dem 
Fehlen vergirbaren Zuckers plétzlich zum Stillstand zu kommen* 
Dies hat uns veranlaBt, eine Reihe von Versuchen auszufiihren, bei 
denen wir in der iiber den Lésungen stehenden Atmosphare den Sauer- 
stoffgehalt variierten. Parallel dazu haben wir die eventuelle Bildung 
von Wasserstoffperoxyd im Milieu verfolgt. Wir konnten dabei folgendes 
feststellen: wenn eine sehr geringe Menge Sauerstoff im Kontakt mit 
den Bakteriensuspensionen steht, bildet diese neben der Vergirung des 
Zuckers Wasserstoffperoxyd. Die Wasserstoffperoxydbildung nimmt 


! Diese Zeitschr. 248, 175, 1931. 
> Ebenda 265, 13, 1933. 
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mit wachsendem Sauerstoffgehalt zu. Sie ist fiir das Aufhéren der 
Zuckergarung verantwortlich zu machen, die um so schneller zum Still- 


stand kommt, je reicher die iiber der Lésung stehende Atmosphire 


an Sauerstoff ist; diese Bildung von Wasserstoffperoxyd durch B. 
bulgaricus stimmt auch vollkommen mit den friiher von Bertho und 
Glick! in ihrer Untersuchung iiber die Atmung von Milchsaiurebakterien 
(Verwandte des B. bulgaricus) erhaltenen Resultaten wberein. 


Experimenteller Teil. 


Die Messungen sind wie friiher mit der Warburg-Apparatur ausgefiihrt 
worden, die uns erlaubt hat, die CO,-Bildung als Funktion der Zeit zu 
messen. Die Versuche wurden bei 37° ausgefiihrt. Betreffs Einzelheiten 
der Messungen verweisen wir auf unsere friiheren Veréffentlichungen. Der 
verwendete Stickstoff war durch Leiten iiber dunkelrot glithendes Kupfer 
von Sauerstoff befreit worden. Wasserstoffperoxyd wurde durch seine 
Reaktion mit Kaliumjodid und durch titrimetrische Bestimmung des in 
Freiheit gesetzten Jods mit n/250 Natriumthiosulfat bestimmt. 

Wir haben ungefihr 20 Versuche ausgefiihrt, die alle dasselbe Ergebnis 
gehabt haben. Wir glauben deshalb, daB es geniigt, wenn wir hier nur die 
Ergebnisse einiger dieser Versuche initteilen. 





C Oo-Ent- 

wicklung | Zeit 

- nach ¢ in Mi- 

der Minuten nuten 
Atmosphire in cmm 


Bakterien- Zusamnmensetzung 
menge in 
ing Trocken- 

gewicht des Milieus 


cem 
n/250 

Hypo- 
sulfit 


1 com Ringerlésung + 0,1 com | Ng+5% COg 602 180 0,00 
Glucoselosung. pg = 6,0. 


cem Ringerloésung + 0,1 cem 03+5% CO, 24 180 
20 %ige Glucoselésung. pr 
= 6.0 

5cem Ringerlisung +0,5cem 0,+5% CO, 43 180 
20 %ige Glucoselosung. Pu 

6,0 


eem Ringerlosung + 0,5 eem Luft 
20 %ige Glucoselosung. Pa 


st 


Bakterien derselben Kultur 





eem Ringerlésung + 0,2 cem 
0.4 °ige Glucoselésung. py 
= 83 


2eem Ringerlésung + 0,2 cem 
dest. Wasser. Pq = 8,3 


2eem Ringerlésung + 0,3 eem 
0,4 %ige Glucoselésung. pu 


== 36 


Ann. d. Chem. 494, 159, 1932; Naturwiss. 19, 88, 1931. 








Der Einflub der Nebennierenrinde auf die Zuckerresorption. 


Von 


W. Wilbrandt und L. Lengyel. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 4, November 1933.) 


Die Resorption der Hexosen aus dem Darm ist kein einfacher 
Diffusionsvorgang. 

Nagano! und spiter Cori? haben gezeigt, daB trotz gleichgroBen 
Molekiils verschiedene Hexosen verschieden schnell resorbiert werden und 
daB trotz kleineren Molekiils Pentosen langsamer resorbiert werden als 
Hexosen. Arbeiten von Magee*® und Mitarbeitern haben wahrscheinlich 
gemacht, da diese Erscheinung auf Beteiligung eines chemischen Faktors 
an der Hexoseresorption beruht. Insbesondere sprach dafiir die Beob- 
achtung, daB die Glucoseresorption einen bedeutend héheren Temperatur- 
koeffizienten hat als die Xyloseresorption, so da8B sich bei 0° die Resorptions- 
verhaltnisse gegeniiber 40° reversibel umkehren, Glucose langsamer 
resorbiert wird als Xylose. Wilbrandt und Laszt4 haben gezeigt, daB dieser 
chemische Faktor der Hexoseresorption bei Vergiftung mit Monojodessig- 
siure weitgehend verschwindet und Resorptionsverhaltnisse eintreten, die 
denen eines reinen Diffusionsvorganges nahe kommen. Diese Beobachtung 
zusammen mit der Tatsache, daB die Monojodessigséure einschneidend in 
den Zuckerstoffwechsel eingreift, machen es wahrscheinlich. da der chemi- 
sche Faktor an den resorbierten Zuckern selbst angreift. Eine Teilwirkung 
der Jodessigséure ist, wie aus Arbeiten der verschiedensten Art hervorgeht 
(Lundsgaard®, Yamasaki*, Lohmann’), die Hemmung der Phosphorylierung 
der Glucose. Unsere darauf fuBende Annahme, die Jodessigséiurewil kung auf 
die Resorption kénne ebenfalls an der Phosphorylierung der resorbierten 
Zucker angreifen, erfahrt eine Stiitze durch die neuere Angabe von Lunds- 


' Nagano, Pfliigers Arch. 90, 388, 1902. 

2 Cori, J. of biol. Chem. 66, 691, 1925; Proce. Roy. Soc. London 22, 
497, 1925. 

3 Auchinachie, Macleod u. Magee, J. of Physiol. 69, 208, 1930; Macleod, 
Magee u. Purves, ebenda 70, 404, 1930; Magee u. Reid, ebenda 73, 168, 1932. 

4 Wilbrandt u. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 

5 Lundsgaard, ebenda 220, 1, 1930. 

6 Yamasaki, ebenda 228, 123, 1930. 

7 Lohmann, ebenda 236, 444, 1931. 
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gaard', da Phlorrhizin ebentalls die Zuckerphosphorylierung hemmt, 
andererseits die Glucoseresorption herabsetzt. (Letzteres hatte schon 
Nakazawa? getunden.) Wir selbst sind mit weiteren Versuchen iiber diese 
Frage beschaftigt und werden auf sie zuriickkommen. 

Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit der physio- 
logischen Bedingtheit dieses chemischen Faktors. Sie geht von den 
neueren Arbeiten tiber die Bedeutung der Nebennieren fiir den Kohlen- 
hydratstoffwechsel aus. Solche Arbeiten sind teils gemacht worden, 
um die Muskeladynamie der nebennierenlosen ‘Tiere zu analysieren, 
woriiber verschiedene Arbeiten dieses Instituts handeln (Arvay und 
Verzar®, Arvay und Lengyel4, Csik®, Csik und Ludany®, Csik’), teils 
um mit Hilfe der neuerdings gewonnenen wirksamen Rindenextrakte die 
Bedeutung der Nebennierenrinde zu studieren. So fanden Arvay und 
Verzar® baw. Arvay und Lengyel#, daB im Muskel nebennierenloser Ratten 
bei Arbeit weniger Milchséiure gebildet wird als in dem normaler ‘Tiere. 
Dasselbe fand Ochoa® an Muskeln aufbewahrter Frésche, wahrend die 
Muskeln frisch gefangener Frésche normal Milchsaure bildeten. Lang ® 
fand im Muskel nebennierenloser Katzen und Kaninchen 5 bis 10 Stunden 
nach der Operation keine Anderung der Kohlenhydrate. (Untersucht 
wurden Glykogen und Hexosephosphat.) Dagegen stimmen die An- 
gaben anderer zahlreicher Autoren darin tiberein, dab bei spaterer 
Untersuchung der Glykogenbestand der Leber auBerordentlich stark 
herabgesetzt gefunden wird, in geringerem Mae auch der der Muskeln. 
Vor allem Britton und Silvette! und Mitarbeitern verdanken wir ein- 
gehende Untersuchungen tiber den Kohlenhydratstoffwechsel neben- 
nierenloser Katzen. Diese Autoren sehen in der Stérung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels, die sie derjenigen bei Pankreatektomie oder Hepat- 
ektomie an Schwere gleich stellen, den Hauptgrund fiir den Tod nach 
der Nebennierenexstirpation. AuBer der Herabsetzung des Glykogen- 
bestandes, die auf Aufhebung des Glykogenaufbaues beruht, fanden sie 
Senkung des Blutzuckers und Erhéhung der Blutmilchsiéure bei neben- 
nierenlosen Tieren. Sie konnten mit Hilfe eines Nebennierenrinden- 


Lundsgaard, diese Zeitschr, 264, 209 u. 221, 1933. 
Nakazawa, The Tohoku J. exp. med. 3, 288, 1922. 
Arvay u. Verzdr, diese Zeitschr. 284, 186, 1931. 
Arvay u. Lengyel, ebenda 239, 128, 1931. 

Csik, Arb. Ungar. Biol. Forsch.-Inst. 3, 2, 1930. 
Csik u. Ludany, Pfliigers Arch. 282, 187, 1933. 
Csik, Arb. Ungar. Biol. Forsch.-Inst. 5, 155, 1932. 
Ochoa, Pfliigers Arch. 231, 222, 1932. 

® Lang, diese Zeitschr. 200, 90, 1928. 

° Britton u. Silvette, Amer. J. of Physiol. 99, 15, 1931: 100, 693, 1932; 
100, 701, 1932; 101, 13, 1932. 
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extraktes nach Swingle und Pfiffner! zeigen, da diese Storungen 
nicht auf dem Fehlen von Adrenalin, sondern auf dem <Ausfall des 
{indenhormons beruhen und durch den Rindenextrakt vollstandig riick- 
gingig gemacht werden kénnen. 

Nach diesen neueren Kenntnissen iiber die Bedeutung der Neben- 
nieren fiir den Kohlenhydratstoffwechsel schien bei Annahme eines 
chemischen Faktors der Zuckerresorption die Frage von Interesse, ob 
dieser chemische Faktor unter dem EinfluB der Nebenniereninkretion 
steht. 

Zur Untersuchung des chemischen Faktors der Zuckerresorption 
eignet sich der Vergleich von Glucose- und Xyloseresorption. Von 
Glucose resorbieren normale Ratten in der gleichen Zeit im Mitte! 
etwa dreimal so viel wie von Xylose. Bei Unterdriickung des chemischen 
Faktors durch Monojodessigsiure wird bei unveranderter Xylose- 
resorption die Glucoseresorption so stark gehemmt, daB beide Zucker 
etwa gleich schnell resorbiert werden, also fast das Verhialtnis der 
physikalischen Diffusion erreicht wird. 

Um die Frage des Einflusses der Nebenniereninkretion auf den 
chemischen Faktor der Zuckerresorption zu studieren, haben wir daher 
die Resorption von Glucose und Xylose an nebennierenlosen Ratten 
untersucht und mit derjenigen normaler Tiere verglichen. 


Methodik. 

Die Nebennierenexstirpation erfolgte einzeitig vom Riicken aus. Am 
dritten oder vierten Tage nach der Operation wurde die Resorption unter- 
sucht. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, weil nach den Untersuchungen 
von Verzar und Arvay (l.e.) die Ausfallserscheinungen, gemessen an der Gas- 
wechselsenkung der Tiere, um diese Zeit maximal sind, wahrend spiter 
Kompensationserscheinungen eintreten. Die Methodik der Resorptions- 
versuche war die von Wilbrandt und Laszt (l.¢.) hier friiher eingehend 
geschilderte: Resorption aus abgebundenen 30cm langen Darmstiicken 
nach Injektion von 3cem 0.3 mol. Zuckerlésung. Bestimmung des Riick- 
standes nach I Stunde. Narkose Urethan (1 mg pro Gramm Tier). 


I. Die Wirkung der Nebennierenexstirpation auf die Zuckerresorption 
der Ratte. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse von 13 Resorptionsversuchen an 
nebennierenlosen Ratten wiedergegeben. Zum Vergleich dienen zehn 
Versuche an Normaltieren, die aus der Arbeit von W ilbrandt und Laszt (1. c.) 
entnommen sind. Die angegebene Fehlergrenze ist hier wie in allen 
Tabellen der doppelte mittlere Fehler, von Michaelis als ,,praktische 


Fehlergrenze’ vorgeschlagen. 


1 Swingle u. Pfifiner, Amer. J. of Physiol. 96, 153, 1931. 
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Tabelle I. 


Resorption nebennierenloser Ratten. 





Versuch Resorbiert 9/9 in 1 Std. 


Nr. Glucose " Xylose 
90a 29,0 30,1 
9b 41,2 7,3 
90 ¢ 41.5 21,5 
90d 492 18,9 
94a 46,7 12,9 
94b 23,5 11,8 
94¢ 39,7 16,8 
94d 17,9 13,3 
95a 51,3 14,2 
95b 37,4 25,6 
95e 56.1 19,4 
96a 46,1 30,3 
96b 52,7 15,0 
Metet .  S 41,0+638 18,2 + 3,8 
Normal he 71,6 + 9,2 18,0 + 2.5 


Die Tabelle zeigt, daB im Mittel die Glucoseresorption der neben- 
nierenlosen Tiere gegen die Norm stark herabgesetzt, die X yloseresorption 
dagegen unverandert ist. Es tritt also in der Tat eine Veranderung 
der Resorption ein, die derjenigen bei Monojodessigsiurevergiftung 
qualitativ gleich ist, sie aber quantitativ nicht erreicht. Die Exstirpation 
der Nebennieren bei der Ratte ist ja auch keine vollstaindige Ent- 
fernung des lebensnotwendigen Rindenprinzips, wie aus dem Uberleben 
der Tiere hervorgeht. Auf die individuellen Unterschiede in der ein- 
tretenden Kompensation und vielleicht auf Anderungen der Blut- 
zirkulation durch die Nebennierenentfernung diirfte die groBe Streuung 
bei diesen Versuchen zuriickzufiihren sein, die eine gréBere Zahl von 
Versuchen notwendig machte, um die Fehlergrenze des Mittelwertes 
herabzudriicken. 

Um spezifische Einfliisse der Operation auszuschlieBen, die nicht 
mit der Entfernung der Nebenniere zusammenhangen, haben wir eine 
Reihe von Kontrollversuchen ausgefiihrt. Bei diesen wurden die Tiere 
einer Operation unterworfen, die in allen Einzelheiten genau wie die 
Nebennierenexstirpation verlief, bei der aber nur etwas _perirenales 
Fett entfernt, die Nebennieren selbst jedoch geschont wurden. Tabelle 11 
zeigt die Resorption bei so operierten Tieren. 
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Tabelle II. 
Resorption nach Operation in der Nebennierengegend ohne 
Entfernung der Nebenniere. 





Versuch Resorbiert °/g in 1 Std. 


Nr. Glucose Xylose 
98a €4,9 29,0 
98b 83,2 23,5 
Ie 78.6 19,3 
98d 84.2 22,5 
9Se 82.6 22,5 
98f 86,8 22.4 
Normal . ics 71,6 + 9,2 18,0 + 2.5 
Nebennierenlos . . 41,0 + 63 18,2 + 3,8 


Die Resorption wird, wie aus der Tabelle hervorgeht, nach einem 
solchen Eingriff nicht veraindert, der Effekt der Nebennierenexstirpation 
mu also auf die Entfernung der Nebennieren bezogen werden. 


II. Die Wirkung von Adrenalin auf die Zuckerresorption nebennierenloses 
Ratten. 

Es ergab sich nun die Frage, welche Funktionen der Nebenniere 
fiir den Effekt der Nebennierenexstirpation verantwortlich zu machen 
sind. War es die Adrenalinproduktion des Markes, so muBte der Effekt 
durch Adrenalin riickgingig zu machen sein. Tabelle Il] zeigt sechs 
Versuche, in denen nebennierenlosen Tieren vor dem Resorptions- 
versuch Adrenalin in hoher Dosis subcutan injiziert wurde. 


Tabelle ITT. 


Resorption nebennierenloser Ratten mit Adrenalin. 





Versuch Dosis cem Resorbiert °/9 in 1 Std. 
Nr. min a a 
102a 0,3 33,9 22.8 
102b 0,3 27.2 19,5 
1N5e¢ 0,5 25,7 14,2 
105d 0,5 59.4 15,9 
106 0,3 33,5 18.5 
OS i er 35,9 + 12,2 18,2 + 3,0 
Normal oe sat: 716+ 9,2 18,09 + 2.5 
Nebennierenlos . . 410+ 6,3 18,2 + 3,8 


Die Resorption ist gegeniiber derjenigen unbehandelter neben- 
nierenloser Tiere nicht verandert, der Effekt der Nebennierenexstirpation 
scheint also nicht durch den Ausfall der Adrenalinproduktion bedingt 


zu sein. 
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III, Die Wirkung von Eucorton auf die Zuckerresorption nebennierenloser 
Ratten. 

Anders verlauft dagegen die Resorption bei nebennierenlosen Tieren, 
wenn man sie mit Eucorton behandelt, dem Nebennierenrindenextrakt 
nach Swingle und Pfiffner (1. ¢.), mit dem nebennierenlose Katzen am 
Leben erhalten werden kénnen und von dem gezeigt wurde, daB er 
die Muskelermiidung vermindert [Ludany und Csik (1. ¢.)|.. Mit diesem 
Extrakt laBt sich die Resorption nebennierenloser Ratten wieder zur 
Norm zuriickfiihren, wenn man die Dosierung richtig wahlt. Nach 
einigen wegen ungeeigneter Dosierung negativ verlaufenen Versuchen 
haben wir in allen weiteren Versuchen am Versuchstag zwei Injektionen 
gemacht, eine morgens subcutan und eine nachmittags 1 Stunde vor 
dem Versuch intraperitoneal. Die Dosis betrug !/g) oder '/, 99 cem 
pro Gramm Korpergewicht. Tabelle [V zeigt alle mit dieser Dosierung 
durchgefiihrten Versuche. 

Tabelle LV. 


Resorption nebennierenloser Ratten mit Eucorton. 





Versuch Resorbiert °/9 in 1 Std. 


Dosis auninniiion 

Nr. Glucose Xylose 

103a 2 . 1/199 cem/g * 75,7 18.6 

103b 24100 os 79,1 23,8 

105a Zithg 96,0 20,2 

105 b | 79,7 16,7 

ren : 2 , t/s0 . ae 18.5 

O7b 2. Ie * z — 

107¢ ee! Se 70,3 23,3 
| 84,4 + 8,2 20,2 + 2.2 
Oe 71,6 + 9,2. 18,0 + 2,5 
Nebennierenlos . . 41,0 + 6,3 18,2 + 3,8 


* Applikation: 1. Dosis morgens subeutan, 2. Dosis nachmittags 1 Stunde vor dem 
Versuch intraperitoneal. 


Die Resorption ist in diesen Versuchen dieselbe wie bei normalen 
Ratten. Es ist also im Eucorton das fiir die Zuckerresorption wirksame 
Prinzip enthalten, dessen Entfernung den Effekt der Nebennieren- 
exstirpation bedingt. 

Diskussion. 


Das Ergebnis der Untersuchung ist dahin zusammenzufassen, daB 
der chemische Faktor der Zuckerresorption unter dem EinfluB8 der 
Nebennierenrindeninkretion steht. Da dieser EinfluB die einzige 
physiologische Bedingung fiir den chemischen Faktor ist, ist nicht wahr- 
scheinlich. Die Zuckerresorption nahert sich der physikalischen Diffusion 
bei nebennierenlosen Ratten weniger als bei Jodessigsiurevergiftung, 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 14 
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andererseits wird aber die Nebennierenexstirpation bei Ratten kompen. 
siert, wie aus dem Uberleben der Tiere hervorgeht. so daB wir nicht 
sagen kénnen, ob bei vollstandiger Ausschaltung der Nebennierenrinde 
die Zucker streng entsprechend ihrer physikalischen Diffusion resorbiert 
wiirden. Andererseits sind aber bei der weitgehenden Verflochtenheit 
von Kohlenhydratstoffwechsel und innerer Sekretion verschiedene: 
Driisen Einfliisse von Seiten anderer endokriner Driisen auch mdéglich 
Magee und Sen! berichten iiber Hemmung der Glucoseresorption bei 
parathyreoidektomierten Tieren, die sie auf die Senkung des Blut 
calciums beziehen. 

Fir die Frage nach der Natur des chemischen Faktors bringt de1 
Nachweis des Einflusses der Nebennierenrinde keine weitgehenden Auf 
schliisse. Auch die friiher erérterte Frage, ob der chemische Faktor 
der Zuckerresorption in chemischen Umsetzungen der resorbierten 
Zucker selbst oder im Energie liefernden Betriebsstoffwechsel der 
resorbierenden Epithelzelle zu suchen ist, bleibt unberiihrt. Wir miissen 
uns auf die Feststellung beschranken, daB die Nebennierenrinde ent- 
sprechend ihrer heute bekannten groBen Bedeutung fiir den Kohlen- 
hydratstoffwechsel auch in die Zuckerresorption eingreift und dic 
Resorption von Glucose bei unveranderter X yloseresorption beschleunigt 


Zusammenfassung. 

1. An der Zuckerresorption aus dem Darm ist, wie friher gezeigt 
wurde, neben dem physikalischen Faktor der Diffusion ein chemischer, 
durch Monojodessigsiure hemmbarer Faktor beteiligt. Dieser Faktor 
bedingt, daB bei normalen Ratten Glucose bedeutend schneller resorbiert 
wird als die etwa gleich schnell diffundierende Xylose. 2. Es wird 
gezeigt, daB bei nebennierenlosen Ratten die Glucoseresorption be- 
deutend herabgesetzt, die Xyloseresorption dagegen unverandert ist. 

3. Adrenalin beeinfluBt diesen Effekt nicht. 4. Dagegen wird er 
durch Eucorton, den Nebennierenrindenextrakt nach Swingle und 
Pfiffner (l. c.), vollstaindig riickgingig gemacht. Der chemische Faktor 
der Zuckerresorption steht also unter dem EinfluB der Nebennieren- 


rindeninkretion. 


1 Magee u. Sen, J. of Physiol. 75, 433, 1932. 
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Uber den Atmungsmechanismus der Pneumococcen. II.! 
Von 
M. G. Sevag’. 
(Aus dem Institut ,,Robert Koch* in Berlin.) 
(Eingegangen am 5. November 1933.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Alle diejenigen chemischen Vorgange, die sich wahrend des Lebens- 
prozesses der Zelle abspielen, sind unter dem Begriff ,,Stoffwechsel* 
bekannt. Soweit diese Reaktionen dem Energieaustausch dienen, d. h. 
von der Zelle angeregt und dazu gebraucht werden, um sich aus ihrer 
Umgebung die fiir die Lebensvorginge notwendige Energie zu_ver- 
schaffen, sind sie dasselbe wie Atmung im weiteren Sinne, sowohl im 
aeroben als auch im anaeroben Zustande. Ein genaues Studium dieser 
Atmungsvorginge gibt uns die Méglichkeit, die Zelle und ihre Eigen- 
schaften naher kennenzulernen. Es ist dabei wichtig, nicht nur die 
endgiltige Verainderung festzustellen, die nach Ablauf eines solchen 
Vorganges stattgefunden hat, sondern vielmehr alle die Stufen und 
Zwischenprodukte, tiber die die Reaktion verliuft. Mit anderen Worten 
ist das Wesentliche die Kenntnis von dem Reaktionsmechanismus der 
chemischen Vorginge wahrend der Atmung der lebenden Zelle. 

Es gibt zwei Theorien, die versuchen, den Mechanismus der Zellatmung 
zu erkliren. Nach Wieland aktiviert das Zellenzym den Wasserstoff des 
Substrates (Glucose, Milchséiure, Alkohol usw.) und der so aktivierte 
Wasserstoff wirkt reduzierend oder verbindet sich mit einem Akzeptor, z. B. 
Sauerstoff, Chinon, einem chinoiden Farbstoff (Methylenblau) oder anderen 
organischen oder anorganischen Verbindungen. Auf diese Weise wird der 
Mechanismus der Atmungsvorgiinge sowohl bei den aeroben als auch bei 
den anaeroben Lebensprozessen erklart. Wenn der aktivierte Wasserstoff 
mit Sauerstoff reagiert. ist das entstehende Produkt Hydroperoxyd, das 
leicht nachgewiesen und bestimmt werden kann, sofern das Zellsystem frei 
von Katalase und Peroxydase ist. Nach der anderen Theorie von Warburg 


1 Vgl. Sevag, Liebigs Ann. d. Chem. 507, 92, 1933. 
* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
ausgefiihrt. 
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(Atmungsferment) und Keitlin (Oxydase-Cytochrom) wird der Sauerstoft 
vor seiner Vereinigung mit dem aktivierten H, durch ein Eisen enthaltendes 
Enzym aktiviert oder der so aktivierte Sauerstoff soll nach Warburg auch 
direkt mit dem Substrat reagieren und seine Aufspaltung bewirken. FE» 
gibt jedoch zahlreiche Organismen, die, frei von Eisen enthaltenden Katalysa 
toren, imstande sind, unter streng aeroben Bedingungen ihre Stoffwechsel 
funktionen (Atmung) durchzufiihren, d.h. bei diesen reagiert also der 
Sauerstoff mit dem aktivierten Wasserstoff, ohne vorher selbst im oben 
genannten Sinne aktiviert worden zu sein. Wie die Rolle der Eisen ent 
haltenden Biokatalysatoren bei der Zellatmung auch sein mag, man nimmt 
im allgemeinen an, dafi der erste Vorgang bei den Oxydationsreaktionen 
die Aktivierung des Wasserstoffs ist, der dann eine Reaktion mit dem 
Akzeptor folgt. 


Mac Leod und Gordon! stellten als erste die Bildung von H,Og, in den 
Kulturen zahlreicher Mikroorganismen einschlieBlich der Pneumococcen 
fest. Sie schrieben der Wirkung des H,O, die Verainderungen im Blut 
pigment wahrend des Wachstums der Pneumococcen zu. Ebenso zeigten 
sie, dafS das Absterben dieser Organismen in den Kulturen auf eine An 
sammlung eines Uberschusses von H,O, zuriickzufiihren ist. 


Avery und Morgan*, Avery und Neil? machten sehr wertvolle Fest 
stellungen tiber die Bildung von H,O, in Pn-Kulturen und in. sterilen 
Extrakten aus autolysierten Pn-Kulturen. Sie zeigten, da um so mehr 
H,O, gebildet wird, je gréBer die Oberfliche und je geringer die Schichtdicke 
der Kulturfliissigkeit ist. Bei Zusatz von Katalase in Form von un 
gekochten Kartoffeln wird nach ihrer Meinung Hydroperoxyd entwede1 
nicht gebildet oder aber so schnell zersetzt, daB sich keine fiir einen positiven 
Nachweis erforderliche Menge ansammeln konnte. Die genannten Forscher 
studierten nicht die quantitativen Beziehungen zwischen O,-Verbrauch und 
H,O,-Bildung. Bei meinen Untersuchungen iiber diese Frage habe ich 
gewaschene Suspensionen von Pn-Kulturen als Enzymsystem benutzt, um 
den Betrag des verbrauchten O, und gebildeten H,O, wahrend der Oxydation 
verschiedener Substrate, z. B. Glucose, Milchséure und Alkohol, zu _ be 
stimmen und dadurch festzustellen, in welchem Mabe die experimentellen 
Tatsachen den Anforderungen der Wielandschen Theorie entsprechen. 


Die vorliegende Untersuchung wurde ferner ausgefiihrt, um Stoff- 
wechselunterschiede zu zeigen, sowohl zwischen virulenten Stdmmen 
der gleichen und verschiedener T'ypen, als auch zwischen virulenten 
und avirulenten Pneumococcen. Weiterhin war es wichtig, die Emp- 
findlichkeit dieser Organismen gegen H,O, quantitativ zu bestimmen 
und damit zusammenhangend ihre Energielieferungsfahigkeit unter Be- 
dingungen, wo dieses giftige H,O, unmittelbar nach seiner Entstehung 
beseitigt wurde. Die so gewonnenen Erkenntnisse kénnen Aufschluls 
geben tiber den Schutzmechanismus lebender Zellen und damit zugleich 
iiber ihre Wachstums- und andere Eigentiimlichkeiten. 


' J. Pathol. and. Bact. 25, 139, 1922; Biochem. J. 16, 1499, 1922. 
2 J. exp. Med. 39, 275, 1924. 
3 Ebenda 89, 347, 357, 543, 1924. 
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Pneumococecen- Bakterienmaterial '. 


Die virulenten Pneumococcenstimme waren Typ I (75), Typ 1 (Laux), 
Typ IT (Erfurt), Typ IIL (Drexler) und Typ III (Amerika). Von den 
virulenten Stémmen wurden tiaglich Mausepassagen gemacht und mit 
dem Herzblut der infizierten Mause Rinderserumbouillonréhrehen beirapft. 
Nach acht- bis zehnstiindiger Bebriitung bei 37° wurde mit diesen Stamm- 
kulturen 6,1 °,ige Glucose-Rindfleischbouillon, py 7.6, beimpft, und zwar 
jeder Kolben von 100 cem Inhalt mit 0,1 bis 0,2 cem fiir Typ I und wechseln- 
den Mengen (0,5 bis 2,5 cem) fiir Typ [1 und Typ III. So erreichte man je 
nach der Wachstumsgeschwindigkeit nach 9 bis Il Stunden gleichmaBige 
Kulturen. Es war nétig, bei Typ II] und III noch je 1 cem 2°, ige neutrali- 
sierte Brenztraubensaéurelésung zuzusetzen, um das entwickelte Wasserstoff- 
peroxyd und damit die Wachstumshemmung zu_ beseitigen. 

Die avirulenten Pneumococcenstimme. Der Stamm Avir. Typ I (75) 
wurde durch ununterbrochene Ziichtung des virulenten Stammes Typ I (75) 
in Bouillon mit Zusatz von 10°,igem homologen Immunserum im Marz 
1933 gewonnen, Avir. Typ I (Laux) in gleicher Weise 1927, Avir. Typ L 
(Erfurt) 1928 und Avir. Typ LIT (Drexler) im Januar 1933. 

Die Ziichtung der avirulenten Stdmme.  Kalbfleischbouillonréhrchen 
wurden mit 0,lcem der 24 Stunden alten Kulturen beimpft und 8 bis 
10 Stunden lang bei 37° bebriitet. Mit diesen jJungen Kulturen wurden 
100 cem-Kolben mit 0,1°,iger Glucosebouillon beimpft und nur 9 bis 
11 Stunden bebriitet. Die Menge des Impfmaterials richtete sich, wie bei 
den virulenten Typen, nach der Wachstumsgeschwindigkeit. Die Kulturen 
wurden sofort auszentrifugiert, die Bakteriensedimente vereinigt und in 
m/15 Phosphatpufferlésung, py 8, aufgeschwemmt. Nach nochmaligem 
Zentrifugieren wurde die obenstehende Fliissigkeit abgegossen, von dem 
Sediment eine feine Aufschwemmung in der gewiinschten Menge m/15 
Phosphatpufferlésung, py 8, hergestellt und diese sofort fiir den Versuch 
benutzt °. 

Bestimmung des 0,-Verbrauchs. 

Der Sauerstoffverbrauch wurde im Barcroft-Warburg-Apparat mit 
Brodie-Loésung als Manometerfliissigkeit gemessen. Das Optimum der 
enzymatischen Aktivitaét lag bei py 8 mit m/15-Phosphatpuffer, andere 
Pufferlésungen oder eine Aufschwemmung des Bakteriensedimentes in 
0,85 % iger NaCl-Lésung erwiesen sich als weniger giinstig. Die Ver- 
suchstemperatur betrug 35,5°. Fir jeden Ansatz wurden insgesamt 
5 ccm benutzt, d. h. 1 cem m 5 Substratlésung, 2,5 cem m 15 Phosphat- 
puffer und 1,5 ccm Bakteriensuspension. Das Trockengewicht der 
Bakterien schwankte zwischen 7 und 13 mg. Zur besseren Vergleich 
moglichkeit wurden alle Resultate auf 10 mg Bakterientrockengewic tit 
in 1,5 ccm Suspension umgerechnet. 


1 Die Beschreibung des Bakterienmaterials ist der friiheren Arbeit des 
Verfassers in Liebigs Annalen entnommen. 

* Bei der Ausfiithrung des bakteriologischen Teiles dieser Arbeit wurde 
ich von Herrn Prof. Schiemann und seinen Mitarbeitern. Fr!. Volki und 
Herrn Dr. Alinge, unterstiitzt. Hierfiir spreche ich meinen besten Dank aus. 
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ad 
Vergleichende Wachstumsgré8e und Trockengewichte der 
Pneumococcen. 
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Trockengewicht 
der Bakterien aus | 
1000 cem 0,1 °/oiger |/°355 322 3800 133 150 134 , 100 120. 141 
Glucosebouillon 
in mg 
Zusammenhang zwischen verbrauchtem Sauerstoff und gefundenem 
Hydroperoxyd'. 

Wenn eine Pn-Suspension mit einer Lésung von m/5 Milchsdure 
oder m/5 Glucose und Phosphatpuffer py 8 im Barcroft-Warburg- 
Apparat bei 35 bis 37° geschiittelt wird, verbraucht dieses System 
Sauerstoff. Wahrend der ersten 30 bis 50 Minuten verlauft die Kurve 
fiir den O,-Verbrauch geradlinig, dann fangt sie an abzuflachen. Nach 
70 bis 80 Minuten ist der O,-Verbrauch beendet. Bei Bestimmung des 
H,Q, in der Reaktionsmischung am Ende des Versuchs ist 30 bis 60°, 
des verbrauchten O, als H,O, vorhanden. Bei einer Unterbrechung 
des Versuchs nach 10 Minuten jedoch findet man den verbrauchten 
O, fast quantitativ als H,O, wieder. Das allmahliche Verschwinden 
des gebildeten H,O, erfolgt nach meiner Meinung auf Grund einer 
Reaktion zwischen Hydroperoxyd und Brenztraubensaure, die gleich- 
zeitig aus Glucose? oder Milchsiure entstanden ist, nach folgender 
Gleichung, die schon 1904 von Holleman*® aufgestellt wurde: 

CH,.CO.COOH + H,0, + CH,.COOH + CO, + H,O. 

1 Sevag, Naturwiss. 21, 466, 1933. 

-® In einer Arbeit tiber ,,Metabolism of S and FR Pneumococcus* nimmt 
Finkle (J. Exp. Med. 53, 662, 1931) auf Grund einer Gleichung 
NaH CO, + CH,CHOHCOO- + H* --CH,CHOHCOONa + H,0 + CO, 
an, da® ,,the production of 1 emm of CO, indicates that 0,004 mg of lactic 
acid has been produced in the fermentation of Glucose by the Pneumo- 
coccus. While the method is not specific for lactic acid, it is known from 
chemical determinations that lactic acid is the acid produced in the 
fermentation of Glucose by the Pneumococcus®. Auf Grund dieser 
Annahme versucht Finkle den Meyerhof-Oxydationsquotienten der Mileh- 
siure zu berechnen. Unsere Untersuchungen zeigen, da keine Spur von 
Milchséiure bei der aeroben Gérung von Glucose gefunden wurde. Nur 
Essigsiure konnte in der Reaktionsmischung gefunden werden. Es gibt 
ferner keinen Beleg (Ann. d. Chem. 507, 92, 1933) dafiir, daB Glucose tiber 
die Zwischenstufe der Milchsdiure dehydriert wird. Daher kann der von 
Finkle berechnete Mevyerhof-Oxydationsquotient nicht experimentell ge- 
stiitzt werden. 

3 Holleman, R. 23, 169, 1904. 
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Danach findet die Dehydrierung der Milchsaiure wahrscheinlich folgender 
maen statt: 


CH,.CHOH.COOH + 0-0 —» | CH,C—COOH 


On 0. 
SOH _ 


—> CH,.COOH + CO, + H,0. 


Wenn die Dehydrierung von Milchséure streng nach dieser Gleichung 
verlauft oder wenn wihrend der Dehydrierung von Glucose fiir jedes 
Molekiil H,O, ein Molekil Brenztraubensiure entsteht, miBte die 
teaktionsmischung frei von H,O, sein. Da wir in beiden Fallen einen 
Uberschu8 von H,0, feststellen kénnen, beweist, da die Dehydrierung 
beider Substanzen in mehr als einer Richtung verlauft. Uber die Natur 
dieser Reaktionen kann ich vorlaufig noch keine Angaben machen. 

Die experimentellen Befunde mit verschiedenen Pn-Typen werden 

in Tabelle I gezeigt. 
Bestimmung von Hydroperoxyd. 

Die Reaktionsmischung (5 ccm) wird mit 2cem 5°,iger H,SO,, 
2cem 2% iger KJ-Lésung versetzt und °, Stunden stehengelassen, 
dann das frei gemachte Jod mit n/J00 Na,S8,O, aus einer Mikrobiirette 
titriert. lecm n/100 Na,S,O0, = 112 emm O, = 0,17 mg H,O,. 


Der EinfluB von Katalase und Brenztraubensdure auf die enzymatische 
Aktivitat. 

Kin wichtiges Ergebnis der vorliegenden Versuche ist das Aufhéren 
der enzymatischen Aktivitat nach einer kurzen Zeitdauer von 40 bis 
50 Minuten. Das beruht hauptsichlich auf der zerstérenden Wirkung 
des in der Reaktionsmischung angesammelten H,O, auf die Enzyme 
der Organismen. Die Entfernung des H,O, am Ende des Versuchs 
bringt die Organismen nicht wieder so weit, ihre Atmungsfunktionen 
erneut auszuiiben. Die Unfahigkeit des Pneumococcus, seine Lebens- 
vorgange zu verlangern, beruht auf dem Fehlen von Katalase in seinem 
Korper. Die unmittelbare Entfernung des H,O, sofort nach seiner 
Bildung durch Hinzufiigen von 1 cem farbloser, klarer Blutkatalase zur 
Reaktionsmischung bei Beginn des Versuchs befaihigt den Organismus. 
seine enzymatische Aktivitat fiir eine sehr lange Zeit zu erhalten. Die 
Rolle der Katalase als Schutzkérper ist schon frither durch viele Forscher 
untersucht worden. Aber ein quantitatives Studium iiber ihren Ein- 
fluB, die enzymatische Aktivitét in einer Reaktionsmischung, in der 
die Organismen nicht wachsen, sondern nur ihre enzymatische Aktivitat 
entfalten, zu erhalten oder zu verlangern, wurde bisher nicht unter- 
nommen. Wir teilen hier eine Anzahl quantitativer Bestimmungen 
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mit, die als Ma fiir die enzymatische Aktivitéat, Virulenz und Fort- 
pflanzungsfahigkeit dieser Organismen gelten kénnen oder auch als 
Ma fiir ihre Empfindlichkeit gegeniiber H,Q,. 

Bisher war Katalase als einziger Vertreter dieser Schutzwirkung 
fur aerobe Organismen bekannt. Hier bringen wir unsere Untersuchungen 
iiber einen anderen Schutzkérper, der dem gleichen Zweck wie Katalase 
dient. Brenztraubensdure ist als Zwischenprodukt bei der Girung von 
Glucose, Milchsiure und anderen Substraten bekannt. Ihre Bildung 
erfolgt gleichzeitig mit derjenigen von H,Q,, und diese beiden reagieren 
augenblicklich miteinander. Diese Reaktion findet unabhangig von der 
Anwesenheit von Katalase in der Reaktionsmischung statt, im Falle 
der Milchsaure z. B. wahrscheinlich nach der oben erwahnten Gleichung. 

Katalase in der Reaktionsmischung ist nicht imstande, O, aus dem 

CH,C—COOH ; 
labilen Zwischenprodukt! py o abzuspalten. Diese Reaktion 
OH 
kann ebenso unabhangig von Carboxylase zur Erzeugung von CQ, aus 
Brenztraubensiure dienen. Wir miissen annehmen, daB Dehydrase, 
Katalase und Carboxylase unabhangig voneinander in der Zelle vor- 
kommen und da Katalase nur auf freies H,O,, und Carboxylase nur 
auf freie Brenztraubensiure einwirkt, daB also die oben erwaihnte Re- 
aktion vor und nicht nach der Trennung von H,O,, und Brenztrauben- 
siure stattfindet. Die Wirksamkeit von Brenztraubensaure als Schutz- 
kérper hangt von ihrem stéchiometrischen Verhaltnis zu H,O, ab. 
Wenn eine gleiche Anzahl Molekiile von beiden aus dem giarfihigen 
Substrat entstinde, miiBte ihre Wirksamkeit der der Katalase gleich 
sein, falls eine Anderung des pu durch die allmahlich ansteigende Kon- 
zentration der Essigsiure in der Reaktionsmischung verhindert wird. 


Das Mas fiir die im Vergleich mit den Kontrollen ohne ent- 
sprechenden Zusatz gesteigerte Lebensintensitat? der Zelle bei Gegen- 


1 Andere Verbindungen, aihnlich wie diese intermediire Peroxydform 
der Milchsaéure, sind wahrscheinlich fiir die von Ne?/ und Avery (J. Exp. Med. 
39, 757. 1924) beobachteten Erscheinungen verantwortlich zu machen. 
Sie fanden, da anaerobe Extrakte von Pneumocoecen in Gegenwart von 
Sauerstoff und Katalase viel mehr Methamoglobin (aus Oxyhamoglobin) 
produzieren, als es irgendeine Konzentration von H,Q,, das wahrscheinlich 
bei der Oxydation in solchen Extrakten vorkommt, tun wiirde, und sie 
vermuten die Bildung eines gegen Katalase unempfindlichen organischen 
Peroxyvds. 

2 Verfasser nimmt an, dali die Lebensintensitat der Zelle durch Katalase 
und Brenztraubenséure nicht gesteigert wird, sondern nur in ihrer urspriing- 
lichen, ungehemmten Art erhalten bleibt, genau so wie bei anderen, selbst 
Katalase enthaltenden Organismen. 
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wart von Katalase und Brenztraubensiure ist nach folgenden Formeln 


berechnet: 


R = Restatmung (cmm QO,-Verbrauch von Bakterien allein), 

RE. = v3 mit Katalase, 

RB ~ mit Brenztraubensaure, 

RG emm QO,-Verbrauch von Bakterien mit Glucose 

RGK = ,, Ne “a - + Katalase 

RGB = ,, os oe Pe Brenztraubens. 


(RGK — RK) — (RG — R) 


(RG — R) 


®, Vermehrung des O,-Verbrauchs durch Katalase. 


(RGB — RB) — (RG -- R) 


(RG — R) 


oO 
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Abb. 1 < 
a) 


Pneumococeus, Vir. Typ 1 (75). 


O.-Verbrauch bei d-Clucose. 


b) 
Pneumococeus, Avir. Typ I (75) 
(Avirulent seit 3. IIL. 1933.) 


O.-Verbrauch bei d-Glucose. 
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» Vermehrung des O,-Verbrauchs durch Brenztraubensdure. 
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Tabelle II und Abb. 1 bis 8 zeigen die Ergebnisse aus den 
Versuchen bei Abwesenheit und Gegenwart von Katalase und Brenz- 
traubensiure. Die nach den obigen Formeln berechnete prozen- 
tuale Vermehrung der O,-Aufnahme findet man in der Mitteilung 
des Verfassers in Liebigs Annalen, Tabelle IV. 

a) 


6500, -——_—_— 
Mf 


Abb. 2 
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ps Pneumococeus, Vir. Typ I (75). 


O,-Verbrauch bei Milchséure. 
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Der EinfluB von Katalase und Brenztraubensdure auf die Virulenz und 
Fortpflanzungs{ahigkeit von Pneumococcen. 


Aus den vorigen Darlegungen sahen wir, dais die enzymatische 
Aktivitat von Pneumococcen bei sofortiger Entfernung des _ gebil- 
deten H,O, durch Katalase und Brenztraubensiure dauernd  er- 
halten bleibt. Ich habe auch den Einflu8 dieser  schiitzenden 
Agenzien auf die Erhaltung der Virulenz und _ Fortpflanzungs- 
fahigkeit von Pn. Vir. Typ. I (75) untersucht. Der Versuch wurd: 
folgendermaBen ausgetiihrt und zwar in sieben Proben gleichzeitig 














den 


NZ- 


en- 


de 
tig 


Oo 


~ 


( 


4 


CG 





A 


Atmungsmechanismus der Pneumococcen. 


Abb. 3. 
a 
Pneumococeus, Vir. Typ I (Laux). 


O»-Verbrauch bei d-Glucose. 


b) 
Pneumococeus, Avir. Typ I (Laux) 
(Avirulent seit 1927.) 


O.-Verbrauch bei d-Glucose. 


I d-Glucose allein. 
= I ‘ + CH3COCOONa. 
ae . + Katalase. 


= IV Restatmung, Bakterien 
+ CH,COCOONa. 
V Restatmung, Bakterien 
+ Katalase,. 


VI Restatmung, Bakterien allein. 


Abb. 4. 
a) 
Pneumococcus, Vir. Typ I (Laux). 


O»-Verbrauch bei Milchsiure. 


b) 
Pneumococcus, Avir. Typ I (Laux). 
(Avirulent seit 1927.) 


O.-Verbrauch bei Milchsaure. 


} = _ I Milchs&ure allein. 
+ CH; COCOO Na. 


II ” 
= Ill * 


== IV Restatmung, Bakterien 
+ CHz;COCOONa. 


+ Katalase. 


= V Restatmung, Bakterien 
+ Katalase. 


VI Restatmung, Bakterien allein. 
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a) b) Abb. 5. 





a) 
Pneumococcus Vir. Typ II (Erfurt). 


O.-Verbrauch bei d-Glucose. 


b) 
Pneumococeus, Avir. Typ I (Erfurt). 
(Avirulent seit 1928.) 


0,*‘Verbrauch bei d-Glucose. 


I d-Glucose allein. 
Aa Il . CH, COCOO Na. 
& Ii 3 + Katalase. 





= IV Restatmung, Bakterien 
+ CH, COCOONa. 











@ = V Restatmung, Bakterien 
0. 40 0 20 160 200 W 80 120 160200 Katalase. 
Minuten Minuten @ VI Restatmung, Bakterien allein. 
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4000 | .) 
* / | Pneumococcus, Vir. Typ Ll (Erfurt). 
3500 , | 


QO.-Verbrauch bei Milchsi&ure. 


b) 
Pneumococecus, Avir. Typ Il (Erfurt) 


2500 (Avirulent seit 1928.) 
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O»-Verbrauch bei Milchsiure. 
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£ <x =: IV Restatmung, Bakterien 


+ CH3z,CO0COONa. 
@e = V\V Restatmung, Bakterien 
+ Katalase. 








e@ = VI Restatmung, Bakterien allein. 
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Abb. 7. 
a) 
Pneumococeus, Vir. Typ ILL (Drexler 


O.-Verbrauch bei d-Clucose. 


b) 


Pneumococeus, Avir. Typ IL (Drexler) 2500 — 


(Avirulent seit Januar 1933.) 


O»-Verbrauch bei d-Glucose 2000} 
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3cem Phosphat, 
2cem Phosphat 


5 d-Glucose 


5 d-Glucose 


5 d-Glucose 2cem Phosphat 
5 d-Glucose Lcem Phosphat 
leem n/1l0 KCN, 
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Abb. 8 
a) 
Pneumococeus, Vir. Typ Ill (Drexler). 
O.-Verbrauch bei Milchsaéure 
b) 
Pneumococcus, Avir. Typ IIL (Drexler). 
(Avirulent seit Januar 1933.) 
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Diese Reaktionsmischungen wurden unter sterilen Bedingungen 
in 100 cem-Kolben hergestellt, mit Watte verschlossen und 3 Stunden 


Tabelle III. 
Versuch 1. 
Die Zahlen sind aus der gefundenen Keimzahl fiir jede Verdiinnung um 
gerechnet auf die unverdiinnte Aufschwemmung (Bakterien aus 600 cen 
Kulturen in 16ccm Phosphatpuffer, pq 8), wie sie zum Versuch benutzt 
wurde. 





1:3-103 | 1:3-104/1:8-105/1:3-106/1:3-107 1:3-10 
verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt 


Mill. Mill. Mill. Mill. Mill. Mill 

la. Bakterien allein. 

Vor dem Versuch . . 1488 3384 2250 1500 
1b. Bakterien allein. 

Nach dem Versuch. . 00 00 00 00 00 00 
2. Bakterien + Katalase. 

Nach dem Versuch. . 58,86 129.6 . 312 309 809 
3. Bakterien + Glucose. 

Nach dem Versuch. . 00 00 00 00 00 00 
4. Bakterien + Glucose + Ka- 

talase. Nach dem Ver- 

a ee a’ Ae ey ee oo 585.6 | 1296 3651 
5. Bakterien + Glucose 

+CHsCOCOONa. . 47,04 1008 1521 222 


Versuch 2. 
Bakterien aus 600 cem 0,1°,iger Glucose-Bouillonkultur in 12 cem m/1A 
Phosphatpuffer, pa 8, aufgeschwemmt. Die Zahlen der Bakterien sind 
berechnet wie bei Versuch 1. Verdiinnungen wie oben! 





1:3-103)1:3-104/1:3-105 1:3-106 1:3-107 1:3-105 
verdiinnt, verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt 


Mill. Mill. Mill. Mill. Mill. Mill. 
la. Bakterien ailein. 
Vor dem Versuch . . — -— 1296 3072 8810 33600 
Lb. Bakterien + Katalase. 
Vor dem Versuch . . - _ 1296 4224 7890 48400 
2a. Bakterien allein. Nach 
1 Std. im Brutschrank fore 364.8 864 2856 — 


2b. Bakterien + Katalase. 
Nach 1 Std. im Brut- | 
te | a i 576 1152 3360 6300 
3a. Bakterien allein. Nach 


3 Std. im Brutschrank || 0,021 0,06 0 0 0 
3b. Bakterien + Katalase. 

Nach 3 Std. im Brut- 

— , GeO Pe tert oo 384 1142.4 30 30 


lang bei 37° im Brutschrank geschiittelt. Vor dem Versuch wurde aus 
Kolben 1 eine Probe entnommen, auf Virulenz gepriift und die Anzahl 








db. 


une 








en 


ag) 


tzt 


1 


nnt 


() 


N0 


D0 


wus 
ahl 





Atmungsmechanismus der Pneumococcen. 225 


lebender Zellen bestimmt durch Auszaihlen der nach 18 Stunden auf 
der Agarplatte gewachsenen Kolonien. Nach dem Versuch wurde die 
Virulenz und Zahl lebender Zellen in jeder Reaktionsmischung ebenso 
festgestellt. Die Ergebnisse werden in Tabelle III, IV und VI gezeigt. 


Tabelle IV. 
Eintlu®8 der Katalase auf die Virulenz der Pn. 
Versuch 1. 


Bakterienaufschwemmung wie Tabelle IIT, Versuch 1. 





1:3-102)1:3-103 1:3-104 1:3-10° 1:3-106 1:3-107 


Art des Versuchs . - . : : = 
Art des Versuch verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt 


ta. Bakterien allein. 

Vor dem Versuch . . lebt lebt lebt lebt lebt ty 
1b. Bakterien allein. 

Nach dem Versuch . 
2. Bakterien + Katalase. 


Nach dem Versuch . . ty ty ce lebt 
3. Bakterien + Glucose. 
Nach dem Versuch. . lebt lebt lebt — 


4. Bakterien + Glucose 
+ Katalase. Nach dem 
WeRSURE) 9. 4 2s ty ty ty to 


Versuch 2. 


Bakterienautschwemmung wie Tabelle I1I, Versuch 2. 





1:3-102/1:3-103 1:3-104 1:3-109)1:3-106 1:3-10 


f des Versuchs a ” ‘i ~ . e 
Art ss verdiinnt| verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt 


la. Bakterien allein. 


Vor dem Versuch . . fy t ty ty ty ty 
1b. Bakterien + Katalase. 

Vor dem Versuch . . - ty ty ty ty ty 
2a. Bakterien allein. Nach 

1 Std.im Brutsebrank fy t to ty -- 


2b. Bakterien + Katalase. 
Nach 1 Std. im Brut- 


a ty t, ty te 
3a. Bakterien allein. Nach 
3 Std. im Brutschrank te lebt lebt lebt a 


3b. Bakterien + Katalase. 
Nach 3 Std. im Brut- 
Sree BS. - ty ty . lebt 


¢; = Maus | Tag nach der Einspritzung tot. 
ty Maus 2 Tage nach der Einspritzung tot. 


Hieraus ergibt sich folgendes: Die Pneumococcen in der Kontrolle 1 
und der Glucosereaktionsmischung 3 (Tabelle IIIT, Versuch 1 und 2) 
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sind durch das wahrend der dreistiindigen Garung entstandene H,0, 
vollkommen zerstért, sie besitzen weder Fortpflanzungsfaihigkeit noch 
Virulenz. Es ist ferner eine wichtige Feststellung, da} die Pneumo- 
coccen in der Reaktionsmischung vor dem Versuch schon so weit. ge- 
schadigt waren (Tabelle IV, Versuch 1 bis la), da®B sie nicht meh: 
imstande waren, Mause zu téten, jedoch noch imstande waren, weiter zu 
wachsen. Um so interessanter ist die Tatsache, daB Hinzufiigen von 
Katalase in 2 und 4 (ahnlich bei Brenztraubensaure) die Virulenz 
dieser geschadigten Organismen wieder herstellt. Ich bin zur Zeit noch 
nicht in der Lage, hierfiir irgendeine Erklirung zu geben. Katalase ode: 
Brenztraubensaure schititzt die Organismen in den Reaktionsmischungen 2. 
4 und 5 (Tabelle IJ). Der Unterschied in der Wirksamkeit von Kata- 
lase und Brenztraubensaure kann vielleicht dadurch erklirt werden, dali 
bei der Bildung von O, aus H,O, durch Katalase Energie frei wird, dic 
von den Zellen benutzt wird, nicht um ihre Zahl zu vermehren, sondern 
um ihre Vitalitat zu erhalten. Die Reaktion zwischen H,O, und Brenz 
traubensdure ist eine exotherme doppelte Zersetzung, die dabei ent- 
stehende Reaktionswirme kann von untergeordneter Bedeutung sein. 
Weiterhin entsteht bei dieser Reaktion in gréferer Menge Essigsaure, 
wodurch das py ungiinstig verschoben wird. 

Ein weiterer interessanter Punkt ist der Vergleich zwischen 
Probe 2 und 4 (Tabelle III). Auch bei Gegenwart von Katalase und 
Abwesenheit von Glucose (2) gibt es eine bedeutende Sterblichkeit der 
Zellen, wihrend sie praktisch nicht vorhanden ist bei der Vergarung 
von Glucose in Gegenwart von Katalase (4). Man kann annehmen, dai 
bei der Garung von Glucose und Zersetzung von H,O, durch Katalase 
geniigend Energie erzeugt wird, um die Vitalitat auf dem urspriinglichen 
Zustand zu erhalten. 


Bei Abwesenheit von Glucose greift das Enzym der Bakterien di 
Polysaccharide der Zelle als eine Reservequelle zur Energielieferung an, 
dadurch entsteht eine Zersetzung und Autolyse des Zellinhaltes, und 
die Zahl der lebenden Zellen wird herabgesetzt (siehe weiter unter 
Restatmung). 


Der EinfluB von KON auf die enzymatische Aktinitat und Fortpflanzungs 
fahigkeitt. 

n/50 und n/250 KCN hat keine hemmende Wirkung auf die enzy- 
matische Aktivitat, im Gegenteil, es verstarkt sie (besonders bei Bakterien 
aus jungen Kulturen) bis zu 80%. D.h., daB das aerobe Atmungs 
system der Pneumococcen frei von Eisen enthaltenden Bio-Kataly- 
satoren (Warburgs Atmungsferment, Keilins Cytochrom) ist. Eine 
Anzahl Bestimmungen zu diesem Punkt bringt Tabelle V. 
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Tabelle V. 


Der EinfluB von Kaliumecyanid auf den O,-Verbrauch. 





d-Glucose Milchs&ure Restatmung 


ohne nj50 n/250 ohne n,50 n/250 ohne n/250 


KCN KCN KCN KCN KCN KCN KCN KCN 


in emm Op» in emm O, in cmm Og, 
Vir. Zep l Clb)... 910 15384 1540 1390 1530 1530 189 | 238 
Avir. Typ1(75). . | 1690 | 1820 29380 || 1815 | 1233 | 1520 64 144 
Vir. Typ IL (Krfurt) 650 700 730 965 940 950 48 60 


Avir. Typ lI (Erfurt) | 1075 1270 1810 1355. 1420 | 1487 35 50 
Avir. Typ III 
(Drexler). ... 1120 1625 1780 | 1550 1810 1875 73 120 


Aus Tabelle VI sehen wir auch, daB dic Bakterien nach dreistiin- 
digem Schiitteln bei Gegenwart von n/60 oder n/ 240 KCN nicht ge- 


Tabelle VI*. 
Versuch 1. 
Der EinfluB von Kaliumecyanid auf die Fort pflanzungsfihigkeit. 
(Verdiinnungen wie Tabelle Ifl, Versuch 1.) 





1:3-103 1:3-104 1:3-105 1:3-106 1:3-107 1:3-108 
verdiinnt verdiinnt verdiinnt verdiinnt vordiinnt verdiinnt 
Mill. Mill. Mill. Mill Mill. Mill. 


Versuch 1. 


1. Bakterien + Glucose 

+CH,COCOONa 

+ n/60 KCN. Nach dem 

Verne... 2k. wh RFR 4.74 8,4 12 
2. Bakterien + Glucose 


+ CH,COCOONa 
+n/240 KCN. Nach 
dem Versuch. .... oc 240 679.2 543 


Versuch 2. 
1. Bakterien allein. 


Vor dem Versuch. . . 1296 3600 3600 4500 
2. Bakterien + Glucose. 
* Nach dem Versuch . . 00 00 00 00 00 00 
3. Bakterien + Glucose 
+CH,COCOONa . . 158.4 616.8 630 


4. Bakterien + Glucose 

+ CH,COCOONa 

+nj609 KCN. .... | 288 64 9,6 24 
5. Bakterien + Glucose 

4+ CH.COCOONa 

+n/240 KCN .... | 34,56 79.8 109,8 00 


* Fiir simtliche Versuche wurden dieselben Kulturen wie fiir Tabelle IT]. 
Versuch 1, benutzt. 


15* 
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totet oder gehemmt sind, sondern imstande, in der Reaktionsmischung 
ihre Lebensfahigkeit weiter zu erhalten. Bei Ausfiihrung dieses Ver 
suches ist es ndétig, das gebildete H,O, sogleich zu entfernen, un 
die Vitalitat der Organismen zu erhalten und KCN die Méglichkeit 
zu geben, seinen EinfluB auf die lebenden Zellen auszuiiben. Das 
erreicht man durch Hinzufiigen von Brenztraubensaiure zur Reaktions 
mischung. KCN steigert den O,-Verbrauch auch in Gegenwart von 
Brenztraubensaure (siche Sevag, Ann., Fig. 3). 


Die Anzahl der Organismen, die aus der Reaktionsmischung mit 
n/60 KCN gewachsen sind, ist geringer als die aus der n/240-Lésung 
Das beruht nicht auf einem hemmenden EinfluB, sondern auf sekundaren 
Kinwirkungen. Man bemerkt oft, daB KCN die grampositiven 
Pneumococcen in die inaktive, gramnegative Form verwandelt, dadurch 
wird die Zahl der wachstumsfahigen Pneumococcen stark vermindert 
Kine ahnliche Beobachtung wurde von Wieland und Sevag! auch bei 
Buttersiurebakterien gemacht?. 

Zweifellos sind die Zahlenwerte in Tabelle LL] und VI weit davon 
entfernt, ein ausreichendes Bild zu geben. Die Zahl der Zellen ist nicht 
dem Verdiinnungsgrad der Loésungen proportional, das beruht auf 
Fehlern der angewandten Methode, die Zahl der lebenden Zellen durch 
Auszihlen der gewachsenen Kolonien zu bestimmen. ‘Trotzdem be 
weisen sie die oben erwahnten wichtigen Punkte und die daraus ge 
zogenen SchluBfolgerungen. 


Uber die Beziehungen zwischen enzymatischer Aktivitdt, Morphologie wn 


Farbbarkeit der Bakterien. 


In einer Arbeit iiber Buttersiurebakterien zeigte der Verfasser?, 
daB die enzymatische Aktivitaét von der grampositiven Form der Orga 
nismen abhiangig ist. Mit ihrer Umwandlung in die gramnegative Form 
wurde die enzymatische Aktivitat vollkommen aufgehoben. Man kann 
annehmen, da die Enzyme wahrend dieser Umwandlung entweder 
zerstiért oder aus der Zellsubstanz abgespalten werden. Ich finde voll 
kommen ahnliche Verhaltnisse bei den Pneumococcen, die bei ihre: 
Umwandlung in die gramnegative Form auch ihre enzymatische Ak 


' Liebigs Ann. d. Chem. 901, 151, 1938. 

> Anmerkung: In letzter Zeit ist eine interessante Arbeit von J/. A 
Meissel (Zeitschr. f. Bakt. I]. Abt. 88, 449, 1933) tiber die Einwirkung von 
Cyansalzen auf Hefe erschienen. Einzelne Hefezellen vermégen ein 
24stiindiges Verbleiben in 5°,iger Cyankalilésung auszuhalten. Manch 
mal finden dabei Strukturverainderungen (Zellschwellung, Zellschrumpfuny 
und Plasmolyse) statt und neue Formen der lebenden Hefezellen treten aui 

3 Ztg. f. Hvg. u. Infektionskrankh. 114. 756, 1933. 
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tivitat verlieren. Deshalb wurden die Bakteriensuspensionen vor jedem 
Versuch mikroskopisch untersucht und nur grampositive Kulturen be- 
nutzt. 

Der Mechanismus der Restatmung. 

In derselben Arbeit zeigte der Verfasser, da nur grampositive 
Buttersiurebakterien Restatmung besitzen und daB der Organismus 
wihrend der Restatmung einer autolytischen Oxydation durch seine 
eigenen Enzyme unterliegt. Gramnegative Bazillen waren unfahig, 
O, zu verbrauchen. Die Befunde mit Pneumococcen sind denen bei 
der Buttersiurebakterien-Restatmung vollkommen ihnlich. Wenn die 
Enzyme der Pneumococcen nicht durch das wahrend der Atmung 
gebildete H,O, geschadigt oder zerstért sind, verursachen sie die Auto- 
lvse ihrer eigenen Zellsubstanz. Das gebildete H,O, hebt die Rest- 
atmung auf. Man kann auch bei der Garung von Glucose und Milch- 
siure beobachten, daB das in der Reaktionsmischung angesammelte 
H,O, die Enzyme zerstort und die Garung aufhért, daB sie aber fiir 
lange Zeit anhalt nach Entfernung des H,O, durch Katalase oder Brenz- 
traubensaure. In derselben Weise beschleunigen Katalase und Brenz- 
traubensiure die Restatmung. Wahrend der Restatmung bei Gegen- 
wart und Abwesenheit von Katalase und Brenztraubensiure greifen die 
Enzyme das Polysaccharid der Zelle als Energiereservequelle an, indem 
sie gleichzeitig eine oxydative Autolyse hervorrufen. Die Restatmung 
ist ein MaB fiir die Bestandigkeit der Zelle. Je gréfer die Restatmung, 
um so geringer ist die Stabilitat und daher auch Dauer der enzymatischen 
Aktivitat gegeniiber gdrfahigen Substraten. 


Der O,-Verbrauch in Gegenwart von Brenztraubensadure ist bei 
manchen Pneumococcen etwas gréBer als in Gegenwart von Katalase, 
das beruht vielleicht zum Teil auf einer geringen Garung von Brenz- 
traubensiure und zum Teil auf ihrer beschleunigenden Wirkung auf 
die autolytische Oxydation der Zellsubstanz. Man beobachtet jedoch 
in manchen Fallen auch eine gréBere O,-Aufnahme in Gegenwart von 
Katalase als in Gegenwart von Brenztraubensaure. 


Biochemische Unterschiede zwischen virulenten und avirulenten Pneumococcen'*, 


Einer der wesentlichen Unterschiede zwischen virulenten und 
avirulenten Pneumococcen eines bestimmten Typs ist das Verhalten 
gegen Athyl- und Propylalkohol. Diese Alkohole werden nur von aviru- 
lenten Pneumococcen angegriffen unter Bildung von H,O, (s. Tabelle 
in den Ann.). 


1 Sevag. Naturwiss. 21, 466—467, 1933. 
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Die Q,-Aufnahme in Gegenwart von Glucose durch avirulent 
Pn. Typ 1 und I ist gréBer als die durch Vir. Pn. Typ I und II 
Vir. und Avir. Typ III oxydieren Glucose beide im selben Grade 
Die Oxydation von Milchsdure findet durch Vir. und Avir. ‘yp 1 in 
gleichem Mae statt. Avir. Typ II und II] oxydieren starker als dis 
entsprechenden virulenten Typen. Man bemerkt jedoch haufig eine 
geringere Fahigkeit von Vir. Typ III (Drexler), Milchsiure zu 
oxydieren. Andererseits ist die Oxydation von Milchsaiure durch 
Vir. Typ IL (Amerika) wesentlich gréBer als die von Glucose. 


Obwohl die oben erwahnten Unterschiede erst ein Ubersichtsbild 
geben und noch kein feststehendes Gesetz darstellen, verlangt die Auf- 
stellung solcher Unterschiede doch schon die Betrachtung komplizierter 
Faktoren, z. B. der folgenden. Wahrend der Oxydation von Glucose 
und Milchsiure durch Pneumococcen wird der verbrauchte O, quanti- 
tativ in H,O, verwandelt. Hin Teil des H,O, reagiert schon im Augenblick 
seiner Bildung mit der gleichzeitig entstehenden Brenztraubensdure. 
Die Dauer der enzymatischen Aktivitat und das AusmaB der Oxydation 
von Glucose und Milchsdure hangt zusammen mit dem Prozentsatz 
von H,O,, der dieser Reaktion entspricht; er ist geringer bei virulenten 
als bei avirulenten Pneumococcen, mit aktiven als mit geschddigten 
oder zur Autolyse neigenden Organismen und mit Glucose als mit 
Milchsdure*. D.h. der Betrag an freiem H,Q, in der Reaktionsmischung 
von virulenten ist gréBer als in der von avirulenten Pneumococcen. 
Die Differenz zwischen 100% (O, als H,O,) und dem in der Reaktions- 
mischung gefundenen Prozentgehalt an H,O, ist anndhernd ein Mab 
fiir die Reaktion zwischen H,O, und Brenztraubensdure, bzw. dic 
Bildung von CO, und Essigsiure. 


Weiterhin mu man die Bestaindigkeit der Organismen_beriick- 
sichtigen. Diejenigen Typen (II und III), die leicht der Autolyse oder 
morphologischen Veranderungen unterliegen, haben eine geringere 
enzymatische Aktivitaét. Es ist deshalb wichtig, mit jungen Kulturen zu 
arbeiten. 


Die Unterschiede zwischen Stammen und Typen von virulenten uni 


avirulenten Pneumococcen. 


Kine genaue Betrachtung der O,-Aufnahme in Abwesenheit von 
Katalase und Brenztraubensiure zeigt fast eine Ubereinstimmung 
zwischen allen Pneumococcen, sowohl den virulenten als auch den 
avirulenten Varianten. Auf Grund dieser Messungen ist es nicht leicht 
méglich, Unterschiede zwischen ihnen festzustellen. Diese Ahnlichkeit 


' Siehe Tabelle Il, Ann. d. Chemie 507, 96, 1933. 
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ist jedoch nur eine scheinbare und eine abnorme Folge der friihzeitigen 
Zerstorung ihrer enzymatischen Aktivitat durch das wiihrend der 
teaktion gebildete H,O,. Man kann so noch kein Urteil abgeben, wie 
groB ihre Ausdauerfahigkeit ware, wenn die Organismen ihre Aktivitat 
eine Zeit lang ungehindert beibehalten kénnten. Wir sind infolgedessen 
auch nicht imstande, unter diesen Verhaltnissen Atmungsunterschiede 
und Kigentiimlichkeiten der verschiedenen Typen untereinander und 
auch zwischen Stammen, die zum selben Typ gehéren, festzustellen. 
Die bemerkenswerten Unterschiede werden erst beobachtet, wenn wir 
die Pneumococcen mit Schutzkérpern, z. B. Katalase oder Brenztrauben- 
siure, verschen. Nach sofortiger Entfernung des H, O, durch diese Agenzien 
kénnen die Pneumococcen ihre vollen Fahigkeiten wahrend einer viel 
lingeren Zeit entwickeln. Unter diesen Bedingungen leisten sie 


a) 


Abb. 9. | oy 
a) 6000+ / | 


Pneumococcus, Avir. Typ 1(75). 
(Avirulent seit 3. LIT. 1933.) 


Oy-Verbrauch bei d-Glucose. 900 
b) 
Pneumococcus, Avir. Typ 9° 
(Erfurt). 
(Avirulent seit 1928.) oe 


O5-Verbrauch bei d-Glucose. 


c) 
Pneumococeus, Avir. Typ Ill 
(Drexler). 
(Avirulent seit Januar 1933.) 
O,-Verbrauch bei d-Glucose. 


d-Glucose allein. 
d-Glucose 
+ CH,COCOONAa. 
>) = III d-Glucose + Kata- 
lase. 
= IV Restatmung, Bakt. 
+ CHzCOCOONAa. 


Lb 
{| 


2 V Restatmung, Bakt. 
+ Katalase. 

@ = VI Restatmung, Bakt. 
allein. 
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sozusagen eine ,,Ausdauerprobe’*. Nach dieser Methode kénnen wii 
quantitativ die Unterschiede bestimmen zwischen 1. verschiedenen 
Typen, 2. virulenten und avirulenten Typen und 3. sogar zwischen 
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Abb. 10. 
a) b) c) 
Pneumococeus, Vir. Typ I (75). Pneumococeus, Vir. Typ II Pneumococeus, Vir. Typ II 
(Erfurt). (Drexler). 


O2-Verbrauch bei d-Glucose. 
1 d-Glucose allein. 
i= II d-Glucose + CH,;,COCOONa. 
‘) = IL d-Glucose + Katalase. 
= IV Restatmung, Bakterien 

+ CH3gCOCOONa. 
@ = V Restatmung, Bakterien + Katalase. 
@ = VI Restatmung, Bakterien allein. 


virulenten und avirulenten Stimmen desselben Typs, und endlich 
4. zwischen erst kiirzlich umgewandelten avirulenten und _ solchen, 
die schon seit vielen Jahren avirulent sind. 
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Unterschiede 
bei der Atmung von verschiedenen Typen. 
Die ersten Unterschiede, die wir bemerken, sind die Unterschiede 
bei der Atmung von Vir. und Avir. Typ I, If und Ill (Abb. 9 
7 . . . * . . 
und 10). In Ubereinstimmung mit den Unterschieden bei den 
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| 
Abb. 11 | ’ b) 


a) 4500 + 





Pneumocoecus, Vir. Typ | (75) 


| / 
£200 $ i } 
Pneumococeus, Vir. Typ | (Laux). 


b) | 
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3500} 
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0.,-Verbrauch bei d-Glucose i) 
& 
ay 1 d-Glucose allein. N 
A il “ + CHz,COCOONa, 
© =I ~ + Katalase. 


IV Restatmung, Bakterien 
+ CH3zCOCOONa. 
@ V Restatmung, Bakterien 
+ Katalase. 


e@ = VI Restatmung, Bakterien allein. 








Minuten Minuten 


Immunitatsreaktionen und den verschiedenen Polysacchariden — in 
ihren Zellen, ist ihre Fahigkeit zu atmen und Energie zu liefern ver- 
schieden. 


Unterschiede bei der Atmung von verschiedenen Stadmmen desselben T yps. 

Kine zweite wichtige Beobachtung sind die Unterschiede zwischen 
verschiedenen Stammen (vir. und avir.), die zum selben Typ ge- 
hoéren. Im Gegensatz zu ihrer Ahnlichkeit in bezug auf die Poly- 
saccharide und Immunitatsreaktionen ist die Art und GréBe der 
Atmung bei verschiedenen Stéimmen desselben Typs (vir. und avir.) 
verschieden. Ein Blick auf die Abb. 11 und 12 zeigt, daB das 
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MaB der Atmung von Vir. Typ I (75) und Vir. Typ I (Laux) ein 
anderes ist. Noch ausgesprochener ist der Unterschied ihrer ent- 
sprechenden avirulenten Varianten (Abb. 13 und 14). (Vgl. das Alter 
von Avir. Typ I (75) mit dem von Avir. Typ I (Laux). Es werden 
weitere Versuche ausgefiihrt, um die primare Ursache dieser Unter- 
schiede festzustellen, ob sie durch Unterschiede gegen ihre ent 
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sprechenden virulenten Typen bedingt sind oder durch verschiedene 
Umwandlungsalter der avirulenten Varianten. Bemerkenswert ist 
auch der Unterschied zwischen den beiden Stéimmen Vir. Typ III 
(Abb. 15 und 16). Wir beobachteten dabei, daB Vir. Typ III (Drexler) 
nur in geringem MaBe fahig ist, Glucose und Milchsaure anzugreifen, 
wihrend Vir. Typ III (Amerika) eine bedeutend gréBere Fahigkeit 


dazu_ besitzt. 
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Unterschiede zwischen virulenten und avirulenten Pneumococcen. 


Eine eingehendere Beschreibung der Unterschiede zwischen 
virulenten Pneumococcen und ihren avirulenten Formen _ halte 
ich fiir unnétig. Ein Blick auf die Abb. 1 bis 8 zeigt, daB die 
virulenten und avirulenten Pneumococcen in keinem Falle einen 


Abb. 13 5500 | 
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a) | 
Pneumococeus, Avir. Typ I (75). 5006 
(Avirulent seit 3. LIT. 1933.) 
| 
4500 } 
b) | 
Pneumococcus, Avir. Typ I (Laux). v000| 
(Avirulent seit 1927.) 
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ahnlichen Atmungsmechanismus besitzen. Nicht nur AusmaB® und 
GréBe der Atmung sind verschieden, sondern auch die Reak- 
tionsprodukte. Daher ist wohl anzunehmen, da8 ihre Fahigkeit 
zu biokatalytischen Synthesen verschiedener Natur ist. Das stimmt 
iiberein mit der Vorstellung, daB avirulente Pneumocoecen nur ein 
artspezifisches, virulente dagegen ein typen- und ein artspezifisches 


Polysaccharid besitzen. 
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In einigen Fallen findet man bei kiirzlich umgewandelten aviru 


lenten Pneumococcen eine starkere Atmung als bei den entsprechenden 


virulenten Formen (s. Abb. 1, 7, 
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Abb. 14. 
a) 


Pneumococcus, Avir. Typ I (75). 
(Avirulent seit 3. II. 1933.) 


b) 
Pneumococcus, Avir. Typ I (Laux). 
(Avirulent seit 1927.) 


Og-Verbrauch bei d-Glucose 
I d-Glucose allein. 


A= I] = + CH,COCOONAa. 
© = Iii ‘“ + Katalase. 
= IV Restatmung, Bakterien 
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e= VI * Bakt. allein. 
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Abb. 15. 
a) 


Pneumococcus, Vir. Typ III (Drexler) 
b) 


Pneumococecus, Vir. Typ IIf (Amerika) 


Os-Verbrauch bei Milchsiéure. 
| Milchsiure allein. 


a il z CH3 COCOONa 
© = I . + Katalase. 
< = IV Restatmung, Bakterien 
+ CHgCOCOO Na. 
e = V Restatmung, Bakterien 


+ Katalase. 
@ = VI Restatmung, Bakterien allei: 
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Pneumococcen, die schon vor einigen Jahren umgewandelt — sind 

(Abb. 3, 4, 5), mit wenigen Ausnahmen eine geringere Atmung als 

die entsprechenden virulenten Formen. Da _ wir keine Erfahrung 

haben iiber die GréBe ihrer Atmung direkt nach ihrer Umwandlung, 

sind wir nicht imstande. festzustellen. 06 avirulente Pneumocoecen 
b) 
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durch ihre Umwandlung vermehrte Kraft gewinnen und sie nach 
einiger Zeit als eine Folge weiterer Degeneration allmahlich wieder 
verlieren. Dieser Punkt von sehr groBem biologischen Interesse wird 
weiter untersucht. 

Die chemische Behandlung dieser Arbeit wurde zum Teil mit Hilfe 
von Fri. Dr. L. Maiweq ausgefiihrt. Ich bin ihr hierfiir zu groBem 
Dank verpflichtet. 











Enzymatische Spaltung der Maltosecarbonsiure 
(Gluco-glucoheptonsiure) und Lactose-carbonsaure 
(Gialacto-glucoheptonsiure). 

Von 
Pietro Pratesi. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1933.) 


Seit langem wei man, daB Disaccharide, und zwar sowohl Iso- 
disaccharide (Typus Maltose) als Hetero-disaccharide (Typus Prim- 
verose = Xylosido-glucose) durch Hydrolasen enzymatisch gespalten 
werden kénnen. Uber die fermentative Zerlegung von Disaccharid- 
siuren sind sichere Erkenntnisse durch die Arbeiten von Newberg und 
Hofmann' erworben. Die Letztgenannten stellten fest, daB entgegen 
friiheren Befunden beispielsweise Maltobionsiure und Lactobionsaure 
durch x- baw. B-Glucosidasen hydrolysiert werden, und auch fiir eine 
der ersteren relativ nahestehende x-Keto-disaccharidsaure, die Malturon- 
siure (— Glucosido-fructuronsaure), hat Aitasato? im hiesigen Institut 
bereits die enzymatische Angreifbarkeit dargetan. 

Noch niemals ist aber, soweit mir bekannt ist, ein Disaccharid- 
derivat mit 13 Kohlenstoffatomen auf sein enzymologisches Verhalten 
untersucht worden. 

_ Auf Vorschlag von C. Neuberg priifte ich deshalb die sogenannte 
Maltose-carbonsdure, Cy3H5,O;3, und die Lactosecarbonsdure, die eben- 
falls die Zusammensetzung C,,H,,0,3 besitzt. 

Als Abkémmling der Maltose wird die zuerst erwahnte Substanz, 
die Gluco-glucoheptonsdure (Maltosecarbonsadure), durch Hefen-maltase 
zerlegt, und zwar gelangte ich bis zu einer 40° igen Spaltung; nach 
48 Stunden hatte der Grad der Hydrolyse bereits 32° erreicht. 

Mit f-Galaktosidase aus Saccharomyces fragilis konnte ich eine 
Spaltung der Lactosecarbonsdure (Galakto-glucoheptonsaure) innerhalb 
48 Stunden zu 38°, herbeifiihren; die Zerlegung schritt dann nur 
langsam weiter fort. Mit dem ,,2mulsin* (aus bitteren Mandeln) belief 
sich die Hydrolyse des selben Substrats auf rund 30°%%. 


' C. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 252, 434, 1932. 
2 T. Kitasato, ebenda 207, 217, 1929. 
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Hieraus ergibt sich, daf8 — in den vorliegenden Fallen — fiir den 
Angriff der verwendeten Hydrolasen! nicht etwa die Ringstruktur des 
Traubenzucker-restes ausschlaggebend ist, der in den als Ausgangs- 
material dienenden Zw6lf-Kohlenstoff-sacchariden die Aldehydgruppe 
tragen wiirde. Verwendet habe ich namlich Salze der erwahnten Sauren 
mit 13 Kohlenstoffatomen, und zwar ging ich von den Bariumsalzen 
aus, die zumeist als solche in Gegenwart von Phosphatpuffer benutzt 
wurden. (Dabei fiel natiirlich das Erdalkali als Bariumphosphat aus.) 
Da das pu in den Lésungen 6,5 betrug, also nahe dem Neutralpunkt 
lag, so mu angenommen werden, da die iiberwiegende Menge des 
Substrats in Form eines normalen Salzes vorhanden war. 

Einige Male habe ich, im Hinblick auf eine etwaige Giftwirkung des 
Bariumions, die Bariumsalze vorher in die Natriumsalze verwandelt, 
ohne daB die Ergebnisse sich wesentlich geaindert hatten. 

Die Substrate stellte ich unter Benutzung der Angaben von Rein- 
hrecht? dar. Weil es sich um eine Anlagerung von Blauséure an die 
Aldehydgruppe der Maltose bzw. Lactose handelt, kénnen theoretisch 
in jedem Falle zwei isomere Saéuren mit 13 Kohlenstoffatomen ent- 
stehen. Dieselben sind bisher nicht getrennt worden, und auch ich 
habe keine Versuche nach dieser Richtung hin unternommen, da die 
Epimerie fiir meine Fragestellung zuniichst als belanglos erschien. 
Von der Vorschrift Reinbrechts bin ich, um ein handliches Substrat- 
material zur Verfiigung zu haben, abgewichen. Der Autor hat aus den 
freien Sauren mit 13 Kohlenstoffatomen die Erdalkalisalze bereitet, 
indem er ihre wasserigen Loésungen zum Sirup eindampfte, bis dieser 
glasig erstarrte. Ein besseres Material erhalt man, wenn man die 
wasserigen Loésungen der Bariumsalze in Methylalkohol eintropfen 
laBt, wodurch flockige und abzentrifugierbare Produkte entstehen. 
(Athylalkohol ist schlechter geeignet, da er die Salze in klumpiger 
Form niederschlagt; sie lassen sich dann kaum abschleudern und ver- 
wandeln sich an der Luft in fadenziehende sirupése Massen.) Jedes 
der mit Methanol abgeschiedenen Bariumsalze wurde zur Reinigung 
in wasseriger Lésung mit ‘Tierkohle entfarbt und erneut mit Methvl- 
alkohol gefallt. Im einzelnen verfuhr ich folgendermaBen: 


Die Substrate. 


Fiir die Darstellung der Maltose- und Lactose-carbonsaure ist nach- 
stehendes zu beachten. Wenn der zur Isolierung der Saéuren bendédtigte 
Bleiessig diese nicht fallte, so versetzte ich das Bleisubacetat auf Rat von 


1 Ks soll nichts dariiber ausgesagt sein, ob die in den Enzymlésungen 
wirksamen Fermente mit den typischen, auf die einfachen Disaccharide 
eingestellten Agenzien identisch sind. 

2 O. Reinbrecht, Ann. 272, 197, 1892. 
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C. Neuberg zunachst mit Ammoniak und filtrierte klar. Durch diese Mal; 
nahme hat das Reagens dann die erforderliche Basizitaét erlangt. Di 
wasserige Lésung der freien Saéuren, die nach Zerlegung der Bleisalze mi 
Schwefelwasserstoff vorliegen, wurde im Vakuum bei 40° weitgehend eing« 
dampft. um H,S und eventuell vorhandene Essigséiure auszutreiben. De: 
Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, die resultierende Fliissigkeit 
sattigte ich mit BaC O, und lieB sie nach Behandlung mit Tierkohle in geniigen: 
Methylalkoho] unter standigem Riihren eintropfen. Nach dem Absetzen wurd: 
der flockige Niederschlag abzentrifugiert, im Zentrifugenbecher mit Methy] 
alkohol angeriihrt und nochmals abgeschleudert. Die Bariumsal!lze wurde: 
im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet, in der zehnfachen Meng: 
Wasser gelést, und nétigenfalls mit Tierkohle entfarbt. Die Lésung wurd: 
dann in die siebenfache Menge Methylalkohol wie oben tropfenweise ein 
getragen. Nach dem Absetzen wurden die rein wei8en Bariumsalze durc} 
Zentrifugieren gesammelt, zweimal mit Methylalkohol gewaschen und in 
Vakuum tiber Calciumchlorid getrocknet. (In einem Falle blieb das in 
Wasser geléste maltosecarbonsaure Barium beim EingieBen in Methy! 
alkohol kolloidal. Nach Zugabe von etwas Bariumbromid in Methano! 
trat sofort Ausflockung ein, doch schloB das so gewonnene Praparat trotz 
mehrmaligen Waschens mit Methanol etwas Bariumbromid ein.) 

Eine Analyse des Bariumsalzes der Lactosecarbonséure (im Vakuum 
bei 110° tiber Phosphorpentoxyd getrocknet) ergab 0.3220 g¢ BaSOy, fib 
1.2820 g Substanz. 


(CygH.30;,;. COO), Ba.  Ber.: Ba 15,0%; gef.: Ba 14,8°,,. 
(911.7) 


Ansiitze mit Maltosecarbonsiure. 


Vorversuche lehrten, da® gewéhnliche Maltasepraparate aus frischer 


untergariger Hefe sehr wirksam waren, waihrend analoge Zubereitungen aus 
Trockenhefe und aus obergariger Hefe eine geringfiigige Hydrolyse ver 
anlaBten. Das py-Optimum wurde mit Ferment aus frischer untergarige: 
Hefe bei py = 6,5 gefunden (Phosphatpuffer prim: sec = 2:1). Die Her 
stellung der Maltaselésung geschah nach der bekannten Vorschrift von 
Willstdtter und Stetbelt aus frischer, abgepreBter untergariger Hefe de 
Brauerei Schulthei®-Patzenhofer. Das Enzympraparat spaltete «-Methy! 
glucosid glatt. 


Lésung I: 7g maltosecarbonsaures Barium + 210 cem m,5 Phosphat 


puffer (prim: sec 2:1) + 490 cem Maltasel6sung — LO ccm 
n/5 Essigsaure + 15 ccm Toluol. 

Lésung IIL: 21 cem m/5 Phosphatpuffer + 49 ccm Fermentlésung l cen 
n/5 Essigsiure + 1,5 eem Toluol. 

Losung III: 0,7 g maltosecarbonsaures Barium + 21 cem m/5 Phosphat 
puffer + 49ccem Wasser + leem n/5 Essigsaure 1.5 cen 
Toluol. 


Temperatur = 37°. 

Aus den drei Ansitzen wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen 
und zentrifugiert; je 10cem der klaren Loésungen wurden nach Lehman 
titriert. Die Kupferwerte fiir L6sung I sind um die aus gleichen Quantitaten 
von Lésung Il abgeschiedenen Kupfermengen vermindert; diese waren 
ganz minimal. Losung III (maltosecarbonsaures Salz ohne Ferment 
lieferte keine reduzierende Substanz; sie blieb eine Woche unverandert 
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Nach “ Kupfer Glucose Spaltung 
Tagen PH in mg in mg in 9 
Maltosecarbonsaures 0 6,5 
Ba + Ferment 2 6,7 22,9 12.5 32,1 
(Lisung 1) | 7 6,6 29.9 15.9 40:8 


Nachweis von Glucose bei der enzymatischen Spaltung 
von Maltosecarbonsiure. 


Der ganze vertfiigbare Rest von Ansatz | wurde unter Zugabe von 
etwas Calciumearbonat im Vakuum bei 40° auf 30 ccm eingeengt und mit 
soviel siedendem absoluten Alkohol (etwa 300 cem) vermischt, daB auf 
weitere Zufiigung keine Triibung mehr erfolgte. Die klar filtrierte alkoholi- 
sche Fliissigkeit wurde nach Behandlung mit etwas Tierkohle auf dem 
Wasserbade eingedampft, der Sirup mit Wasser aufgenommen, filtriert 
und die gelbliche Fliissigkeit mit essigsaurem Phenylhydrazin 1 Stunde 
lang im Wasserbade erhitzt. Das bald auskristallisierende Glucose-pheny!- 
osazon wurde dann abgenutscht; es zeigte nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren aus Pyridin-Wasser den richtigen Schmelzpunkt 205°. 


mit Lactosecarbonsaiure. 





Ansi 


Nach den Vorversuchen wurde die Lactosecarbonsaure sowohl durch 
Emulsin als durch die /-Galaktosidase aus der Lactosehefe (Saccharomyces 
fragilis) zerlegt. Mit Emulsin erzielte ich bei py 4,5 (Acetatpuffer) eine 
Spaltung von rund 30°, des benutzten Substrates; mit dem Ferment aus 
Lactosehefe (Darstellung wie bei Newberg und Hofmann, a.a.O.) war 
ein gréBerer Umsatz zu erreichen. 

200 ccm destilliertes 
200 cem Ferment- 


Lésung I: 6g lactosecarbonsaures Barium 
Wasser + 200 ccm m/5 Phosphatpuffer 


lodsung + 12 cem Toluol. 
Losung IL: 20cem Wasser + 20cem Pufferlésung + 20cem Ferment- 


ldsung + 1 cem Toluol. 
Lésung IIT: 0,6 g lactosecarbonsaures Barium 
Pufferlésung + | cem Toluol. 
Temperatur = 37°. 


40 com Wasser + 20 cem 


Verhalten und Aufarbeitung wie bei den Ansaétzen mit maltosecarbon- 
saurem Salz. 








Nach Kupfer Galaktose Spaltung 
Tagen PH in mg in mg in %), 
0 6.5 a 
ee 2 6,4 28.6 15,0 37,9 
7 ee l 4 5,9* 29,2 15,4 40,5 
ermen 8 6.6 29.9 15,4 40.5 


* pH mit etwas NH3 wieder anf den alten Wert gebracht. 


Nachweis von Galaktose bei der enzymatischen Spaltung 


der Lactosecarbonsiure. 


Vom Ansatz I wurden etwa 500 cem im Vakuum eingeengt, mit Athanol 
vom Eiwei8 und der Hauptmenge der Salze befreit. Nach Verjagen des 
Alkohols hinterblieb ein Sirup, der mit 50°,igem Methanol aufgenommen 
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und von braunen Flocken abfiltriert wurde. Aus der Fliissigkeit, die in 
Vakuum iiber Schwefelsiure langsam eingedunstet war, kristallisiert: 


Galaktose aus. sie war aber noch stark verunreinigt. Der Zucker wurde 
abgesaugt, und die Mutterlauge mit Methylphenylhydrazin unter Zugabe 
von Weingeist versetzt!. Nach kurzem Erwarmen erstarrte das Gemisch. 


indem sich das Methylphenvlhydrazon der Galaktose in charakteristische: 
Weise als zundchst gelbliche’ Kristallnfasse abschied. Sie wurde abgenutscht 
und mit Alkohol sowie Ather gowaschen. So erhielt ich 0,5 g¢ Hydrazon 
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus siedendem Wasser schmolz dir 
weiBe Substanz bei 191°; der Mischschmelzpunkt mit authentischen, 
Methylphenylhydrazon aus reiner d-Galaktose zeigte keine Depression 


Sr. Exzellenz Herrn Professor Nicola Parravano danke ich ver- 
bindlichst fiir die Gewaihrung eines Stipondiums aus den Fondi Morselii. 
wodureh mir der Aufenthalt in Deutschland erméglicht wurde. 


' Nach C. Newberg, diese Zeitschr. 3, 531, 1907. 
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Morphologie und Feinbau der kollagenen Faser. 
Von 
A. Kiintzel und F. Prakke. 
(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule 
Darmstadt.) 
(Eingegangen am 5, Oktober 1935.) 
Mit 22 Abbildungen fm Text. 
Problemstellung. 

In einigen neueren Arbeiten, welche Naturstoffe pflanzlicher und 
tierischer Herkunft und insbesondere Faserstrukturen betreffen, wird 
auch die kollagene Faser des Bindegewebes behandelt, und zwar ent- 
weder im Zusammenhang mit anderen tierischen Fasergebilden, wie 
Seidenfaser, Muskel, elastischem Band usw.!, oder gelegentlich der 
Erérterung gewisser Probleme, die mit denen des Faserbaues nur lose 
zusammenhangen, womit wir besonders solche Arbeiten meinen, die 
sich mit den elastischen Eigenschaften von Kautschuk? und mit dem 
Aufbau der Gelatine® beschaftigen. Es ist nicht zu verwundern, daB 
derartige die kollagene Faser nur beilaufig erwahnende Arbeiten bloB 
solche Eigenschaften der kollagenen Faser in Betracht ziehen, welche 
geeignet sind, die an anderem Untersuchungsmaterial gewonnenen 
Vorstellungen der Verfasser zu erharten, wahrend Eigenschaften, die 
eine ausgesprochene Sonderart der Kollagenfaser gegentiber den tbrigen 
Fasergebilden erkennen lassen, unberiicksichtigt bleiben. —Vielfach 
wird dabei in wenig genauer und bisweilen sogar in unrichtiger Weise 
von einer Analogie der kollagenen Faser mit anderen Faserstrukturen 
Gebrauch gemacht, wodurch der wahren Erkenntnis der Eigenart des 
hier behandelten Gegenstandes mehr geschadet als geniitzt wird. Aber 
auch einige Arbeiten der neueren Zeit, welche die kollagene Faser als 
hauptsdchlichen Untersuchungsgegenstand gewahlt haben, fordern in 
gewissen Punkten zum Widerspruch heraus. Weiterhin ist zu bean- 
standen, daB in den meisten Arbeiten die Unterschiede unberiicksichtigt 
bleiben, die unter den verschiedenen kollagenen Bindegewebsbildungen 
bestehen: diese betreffen nicht nur die Art der Verflechtung der Fasern, 


1 Kk. H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 1929; siehe auch Meyer-Mark, 
Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe, S. 224ff. Leipzig 
1930; R.O. Herzog u. Mitarbeiter, B. 468, 2228, 1925; 59, 2487, 1926: RO. 


Herzog, Wolloidzeitschr. 67, 280, 1932. - * K. H. Meyer, G. v. Susich, 
E. Valko, ebenda 59, 280, 1932; siehe auch O. Gernqross, K. Hermann u. 
R. Lindemann, ebenda 60, 276, 1932. - 3 Q, Gernqross, K. Hermann wu. 


W. Abitz, diese Zeitschr. 228, 409, 1930. 
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sondern auch die morphologische Gestaltung der einzelnen Fasern 
und ihren Aufbau aus feineren Bauelementen. 


Es schien daher an der Zeit, alle Beobachtungen und Ergebnisse 
der Untersuchungen tiber die Morphologie und den Feinbau der kolla- 
genen Faser unter Einbeziehung auch Aalterer Arbeiten” kritisch zu 
sichten und soweit durch eigene Versuche zu erginzen, da, wenn irgend- 
moglich, ein Bild vom Feinbau der Faser entworfen werden kann, aus 
dem sich alle die vielfaltigen Einzelbeobachtungen verstehen lassen 


I. Die Morphologie der Kollagenen Faser. 


Wahrend R.O. Herzog in einer neuen Arbeit! iiber lineare und laminare 
Feinstrukturen die allgemeinen GesetzmaBigkeiten des Faser- und Membran 
autbaues, ausgehend vom letzten Grundbaustein, dem Molekiil, ent wirtft. 
milissen wir in unserem Falle, wo es sich um eine ganz bestimmte Faser- 
struktur handelt, den umgekehrten Weg gehen. indem wir erst das Gebiet 
des morphologischen, umftassend das makroskopisch und mikroskopisch 
Sichtbare bis herunter zur Auflésungsgrenze des Mikroskops, abhandeln, 
um erst dann in das Feinbaugebiet vorzustoben. 

Das kollagene Bindegewebsmaterial tritt im Korper zumeist in Kreuz 
und Quervertlechtung bzw. -verwachsung auf. die eine Isolierung einzelner 
Fasern sehr erschwert und in vielen Fallen unmoéglich macht. Nur innerhalb 
der Sehnen und Bander ist eine mehr oder weniger ausgesprochene Parallel- 
orientierung der Fasern vorhanden, so daB Sehnen das gegebene Unter- 
suchungsmaterial fiir unsere Zwecke sind. Die folgenden Untersuchungen 
wurden in den meisten Fallen an Schwanzsehnen der Ratte ausgefiihrt, 
wohl dem am meisten bevorzugten Material fiir Arbeiten mit kollagenen 
Fasern; weiterhin wurden aber auch <Achillessehnen von Rindern und 
Kalbern, ferner einzelne Fasern aus der Lederhaut des Rindes und endlich 
auch CGewebekollagen der Haut zu verschiedenen Versuchen verwendet. 

Die Auswahl dieser Untersuchungsmaterialien geschah nur nach den 
CGesichtspunkten der Materialbeschaffung fiir Feinbauuntersuchungen. 
Die im tolgenden vorgenommene vergleichende morphologische Betrachtung 
dieser Faserbildungen beriicksichtigt infolgedessen nicht die NSystematik 
der bindegewebigen Strukturen des tierischen K6rpers., sondern vergleicht 
die Bauelemente nach praktischen Cesichtspunkten, ohne die Frage zu 
erértern, ob die mit gleicher Benennung (insbesondere mit dem Ausdruck 
Primitivfaser) bezeichneten Bauelemente histogenetisch gleichwertig sind. 


Um die verschiedenen Erscheinungsformen des Bindegewebes 
unterscheiden zu kénnen, wollen wir die Begriffe Faserbiindel, Fase) 
und Fibrille, die oft recht wahllos miteinander vertauscht werden. 
moglichst eindeutig definieren. Als einen weiteren Begriff, der bei det 
Beschreibung der morphologischen Verhaltnisse gute Dienste leistet. 
wollen wir das Wort .,Primitivfaser’” einfiihren. Was unter diesen 
Begriffen zu verstehen ist, erfahren wir am besten bei der Beschreibung 
der Faserstrukturen, die wir als Untersuchungsmaterial gewahlt haben 


! Kolloidzeitschr. 61, 280, 1932. 
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1. Die Rattenschwanzsehne. 


Die Rattenschwanzsehne kann als bestes Beispiel daftir dienen. was 


inter Faser zu verstehen ist (Abb. 1). Sie ist aus parallel laufenden, etwa 
10 u dicken Teilfasern zusammengesetzt. die wir Primitivfasern nennen; 


diese sind voneinander durch Zellen. kenntlich an den gestreckten. gut 


ist noch deut- 


farbbaren Kernen, getrennt. Dieser Aufbau der Sehnentaser 





Abb. 1 


Rattenschwanzsehne, Zellkerne mit Methylenblau gefirbt. Vergr. 80 fach. 


licher aus dem Bilde eines Faserquerschnittes zu erkennen, in dem die 
Zellbestandteile durch starkeres Lichtbrechungsvermoégen hervorgehoben 
sind, was dadurch erreicht ist, dali das eigentliche Fasermaterial durch 


verdiinnte Saéure zum Quellen gebracht worden ist (Abb. 2). Man erkennt 





Abb. 2. 
Querschnittscheibehen durch Rattenschwanzsehne, in Siure gequollen 


Vergr. 82 fach. 


17* 
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aut dem Bilde ein Netz von diinnen Protoplasmafiiden, in dessen einzelnen 
Maschen die optisch nicht weiter aufteilbaren Primitivfasern gelegen sind. 


Die Knotenpunkte dieses Netzes entsprechen den Zellreihen des ersten 
Bildes. Da die Kerne in ihnen nicht liickenlos aufeinanderfolgen, so kommt 
es, daB bei Jedem Querschnitt ein Teil der Zellreihen in den Kernen, ein 
anderer in den Lucken zwischen zwei Kernen getroffen wird. Das Quer 
schnittbild zeigt weiter, daB die Primitivfasern einen sehr unregelmaBigen 





Abb. 3. 
Rattenschwanzsehne unter Wasser, mit zwei Nadeln seitlich auseinandergezogen. 
Vergr. 42 fach. 


UmriB haben, also keineswegs drehrund sind, wie man nach dem Léngsbild 
annehmen méchte. Der Umfang ist im ungequollenen Zustande der Faser 
noch viel unregelmabiger; durch die Quellung ist er gleichmaBiger und 
kreisahnlicher gemacht worden. Weiterhin ist zu erkennen, daB die einzelnen 
Primitivfasern hinsichtlich ihrer Dicke recht weitgehend variieren. 





Abb. 4. 


Teil des Fibrillengetlechtes, das durch Auseinanderziehen einer Rattenschwanzsehne 
entstanden ist. Cardioidkondensor. Vergr. 800fach 
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Die Rattenschwanzsehne labt sich aber in noch kleinere Teileinheiten 
zerlegen, als die Primitivfasern sind, namlich in Fibrillen. Sticht man zwei 
Nadeln dicht nebeneinander in eine in Wasser betindliche Sehnenfaser ein 
und zieht sie seitlich, d.h. senkrecht zur Faserrichtung, auseinander, so 
entsteht ein dtinner Schleier von sehr viel teimeren Faserchen, als man sonst 
bei der mikroskopischen Untersuchung der Faser wahrnehmen kann (Abb. 3). 
Dieser Schleier stellt eine Membran von sehr ahnlicher Beschatfenheit dar, 
wie man sie an vielen Stellen des tierischen Korpers in Form von lockerem 
Bindegewebe (z. B. in dem subcutanen Gewebe, sodann als Peritoneum exter- 
num und internum der Sehnen, ferner auch als Bindegewebshtitlen um die 
Hautfasern) findet. Eine optische Auflé6sung des so entstandenen schleier- 
artigen Geflechtes mit den starksten VergréBerungen, unter Anwendung einer 
ultramikroskopischen Beleuchtungsanordnung (Cardioidkondensor) — tiihrt 
zu der Wahrnehmung, da®B die hierbei zutage tretenden Fadenelemente 
eine auBberordentliche Gleichartigkeit der Dicke aufweisen (Abb. 4). Da es 





Abb. 5. 


Rattenschwanzsehne, durch Behandeln mit KCNS-Lésung in Fibrillen zerfallend. 
Cardioidkondensor. Vergr. 300fach. 


ferner mOglich ist. die Faser auch durch chemische Einwirkung, z. B. durch 
0.2n KCNS-Lésung. zu einem freiwilligen Zerfall in die gleichen Struktur- 
elemente zu veranlassen, wie Abb. 5 zeigt. so diirfen wir annehmen. daB 
in diesen Fibrillen die letzten mechanisch und optisch trennbaren natiirlich 
vorgebildeten Bauelemente der Faser vor uns liegen. 

Sollten bei dem mechanischen Zerzupfen noch feinere Faserchen ent- 
standen sein, so wiirde man diese allerdings nicht mehr erkennen kénnen, 
denn die im Dunkelfeld sichtbar werdenden Fibrillen liegen gerade an der 
Grenze des Auflésungsvermégens des Mikroskops.  Insofern ist unsere 
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Vermutung, dai wir in den Fibrillen die letzten Elemente der Faser, wenn 
sie mechanisch zerkleinert wird, vor uns haben, nicht streng bewiesen. Es 
besteht Jedoch fiir diese Annahme eine hohe Wahrscheinlichkeit, weil die 
gefundenen Fibrillen in sich vollig gleichartig sind und weil diejenigen, dic 
bei mechanischer Zerzupfung erscheinen, genau so dick sind wie diejenigen, 
die bei treiwilligem Zerfall der Faser entstehen. 


2. Die Hautfaser, 


Als Hautfasern bezeichnen wir einzelne Fasern bzw. Faserbiindel. die 
man aus dem unteren, haarwurzellosen Teil der Lederhaut (pars reticularis) 
von GroBtierhauten (in unserem Falle vom Rind) unschwer herauszupfen 
kann. Die Hautfaser unterscheidet sich von der Sehnenfaser dadurch, da 
sie im allgemeinen keine eingelagerten Zellen enthalt. wie die Sehnenfaser 
(Abb. 6). Nur hier und da findet man auf Schnitt praparaten Zellkerne, die 
innerhalb einer Faser oder eines Faserbiindels zu liegen scheinen. Dem- 





Abb. 6. 
Hautfaser mit Methylenblau gefarbt. Vergr. 140fach. 


entsprechend ist auch die Unterteilung der Hautfaser in Primitivfasern 
hintallig. Doch scheint eine Unterteilung in Teilelemente, die man mit den 
Primitivfasern der Sehne vergleichen kénnte, vorgebildet zu sein. Das 
erkennt man an dem Quellungsbild des 
Faserquerschnittes. Der Faserquerschnitt 
wird beim Quellen in verdiinnter Saéure 
nicht, wie das bei den Sehnen der Fall 
war, durch das innere Zellsystem der Faser 
zusammengehalten, sondern zerfallt in 
unregelmaBig umgrenzte Einzelkomplexe. 
die unverbunden nebeneinanderliegen bzw. 
auseinanderschwimmen. Untersucht man 
derartige Einzelkomplexe genauer, so zeigt 
es sich, daB in ihnen weitere rund oder 
oval umgrenzte Unterteilungen sichtbar 
werden (Abb. 7). Diese diirften wohl den 
Primitivfasern der Sehne  entsprechen, 





Abb. 7. unterscheiden sich aber von ihnen da- 

Querschnitt durch Hautfaser in Siure durch, daB sie erheblich kleiner sind und 
gequollen. Vergr. 82fach. . : : H 

quolie erg fach daB die Art, wie sie voneinander abge- 


grenzt sind, nicht ganz klar ist. Soviel ist 
sicher, daB keine Zellen zwischen diesen Teilfasern eingelagert sind, wie ein 
Vergleich der Abb. 2 und 7, die beide bei gleicher Vergr6Berung aut- 
genommen sind, erkennen laBt. Die Hautfaser laBt sich im tibrigen genau so, 
wie das bei der Rattenschwanzsehne beschrieben wurde, in Fibrillen zerlegen. 
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Die Hautfasern kénnen mehr oder weniger deutlich als Faserbiindel 
auftreten; in diesem Falle sind mehrere als Fasern in dem detinierten Sinne 
zu bezeichnende Kinheiten durch einzelne umhiillende Bindegewebstibrillen 
zusammengetabt, aber auch voneinander durch derartige umbhiullende 
Fibrillen getrennt. Diese Hiillen verursachen beim Quellen der Fasern in 
Sauren eine Hemmung: Das quellende Hautfaserbiindel erleidet  Ein- 
sehniirungen, die um so regelmaBiger sind, je weniger Fasern in einem 


Bindel vereinigt sind. Abb. 8 zeigt links ein Quellungsbild, in der nur eine 
als Faser anzusprechende Einheit von wenigen Hiillfibrillen eingeschniirt 
wird. Im rechten Bilde erkennt man deutlich, dali mehrere Fasern zu einem 





Abb. 8. 
Gequollene Hautfasern mit Einschniirungen, die durch lockeres, fibrillires Hiillgewebe 
bewirkt werden. Vergr. 42 fach. 


Biindel vereinigt sind, die sowohl fiir sich als auch zusammen durch ring- 
formige Einschniirungen zusammengefaBt werden. Diese Fasern sind aus 
der Rinderhaut herausgezupft und vielleicht deswegen verhaltnismabig 
arm an umhiillenden Fibrillen, weil der gréBere Teil des Bindegewebes in 





Abb. 9. 


Hautfaser (Kalb) in Sdure gequollen. Stark entwickeltes Hiillgewebe. Vergr. 42 fach 


der Haut, aus der die Fasern gezogen wurden, zuriickgeblieben ist. Abb. 9, 
das Quellungsbild eines unter anderen Bedingungen isolierten Haut- 
faserstiickchens (namlich durch Mahlen eines Hautspaltes von einer Kalbs- 
haut im Fleischwolf) gibt dagegen den offenbar normalerweise auftretenden 
Fall wieder, daB die Hautfaser in recht komplizierter Weise von einem 
netzartigen System von Hiillfasern eingefaBt ist, aus dessen Maschen die 
Fasersubstanz herausquillt, soweit es die GréBe der Maschen gestattet. 
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Es ist verstandlich, dai die Formanderung beim Quellen einer derartigen 
Faser nicht gut berechnet und zum MaBi der Quellung gemacht werden 
kann, wahrend das bei der Rattenschwanzsehne, wo derartige Erscheinungen 
fast niemals auftreten, erlaubt ist, wie spaiter gezeigt werden soll!. 

Die Kinschniirung der Hautfaser beim Quellen erinnert in einfachen 
Killen an diejenige der quellenden Cellulosefaser. Doeh sind dort die Ver- 
haltnisse sehr viel komplizierter, da die quellungshemmenden  Fin- 
schniirungen der Cellulosefaser nicht nur von aufplatzenden und zusammen- 
geschobenen AuBenhillen (,,.Primarlamelle’, .Cuticula’), die um die Fase1 
herumliegen, und die man mit den einschniirenden Fibrillen bei der Haut- 
faser vergleichen kénnte, sondern auch durch knotenartige Unterbrechungen 
innerhalb des Faserverlaufes bewirkt werden, die zu Erscheinungen fiihren, 
wie sie bei den morphologisch viel eintacher gebauten kollagenen Fasern 
niemals auftreten*. Bei Cellulosefasern fiihrt die Untersuchung der 
Quellungserscheinungen daher nur zur Aufdeckung derartiger morphologi- 
scher UnregelmaBigkeiten, dagegen nicht zu einer Quellungsanalyse im 
Sinne einer Feinbau-Ermittlung, wie sie bei Kollagen méglich ist. 


3. Die Achillessehne. 


Die Achillessehne des Rindes kann man als ein Faserbiindel sehr groBen 
AusmaBes auffassen, das von einem Mantel ringf6rmig verlaufender Fasern 
zusammengehalten wird und dessen Einzelfasern durch Einlagerungen 
lockeren Bindegewebes voneinander getrennt werden. Die Einzelfasern 
erscheinen auf dem Querschnitt eines aus der Mitte herausgeschnittenen 
Streifens als unregelmaBig umrissene Schollen, die von mehr oder weniger 
breiten Spalten und Rissen voneinander abgegrenzt sind, in welchen sich 
lockere Bindegewebssepten befinden, in denen Nerven und BlutgefiBe ver- 
laufen (Abb. 10). Innerhalb der Einzelfasern erinnert die Achillessehne 
im Langssehnitt gesehen an die Rattenschwanzsehne, insofern als sie 
ebenfalls in deutlicher Weise aus einzelnen Primitivfasern aufgebaut ist. 
welche von Zellen getrennt werden (Abb. 11). DaB die Zelleinlagerung 
zwischen den Primitivfasern bei der Achillessehne in anderer Weise aus- 
gebildet ist als bei der Rattenschwanzsehne, erkennt man jedoch, wenn man 
ein Querschnittscheibchen in Séure quellen laBt, wobei im Gegensatz zur 
Schwanzsehnenfaser (Abb. 2) ein geschlossenes Zellnetz nicht erkennbar ist. 

Kine eingehendere Untersuchung, deren Resultate allerdings durch 
Photographien nicht sichtbar gemacht werden k6nnen, lehrt aber, dal} 
auch in der Achillessehne die Zellen ein geschlossenes Netz bilden, nur sind 
die Verbindungen von Zelle zu Zelle fadenf6rmig und daher innerhalb einer 
Schnittebene nur selten aufzufinden, wahrend die Zellen innerhalb der 
Rattenschwanzsehne die Primitivfasern mehr nach Art eines Mantels 
umgeben. weshalb sie auch in jeder Schnittebene nahezu vollstandig auf- 
gezeigt werden kénnen. 


' Wenn man dem Schwanz einer eben getéteten Ratte Sehnenfasern 
entnimmt, und diese noch frisch in Saure bringt. dann zeigen sich 6fters ganz 


regelmaBige, ringférmige Einschntirungen. Entnimmt man aber die Sehnen 
den Schwinzen von Ratten, die schon langere Zeit get6tet sind und [abt 
die Sehnen vor dem Quellungsversuch trocknen, dann findet man diese 
Einschniirungen nur sehr selten. — 2 M. Liidtke, Ann. 466, 35, 1928: 
Papierfabrikant 28, 129, 1930; siehe auch A. Hess u. Mitarbeiter, Zeitschr. 
f. phys. Chem. A. 145, 401, 1929; B. 64, 408, 1931; daselbst weitere Lite- 
raturangaben. 
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Morphologie und Feinbau der kollagene: 


Weiterhin fallt bei der Achillessehne aut, daB die Fasermasse von 
einem System von Spalten und Zwischenriumen durchsetzt ist, welches 
nicht ganz leicht zu verstehen ist. Auf dem Liangsschnitt sehen wir, daB 
die Fasermasse aus einzelnen deutlich voneinander getrennten Primitiv- 
fasern besteht. auf dem Querschnittbild der Sehnen (Abb. 10) verschwindet 
dagegen die Gliederung in Primitivfasern, vielmehr treten zahlreiche Liicken 





Abb. 10. 


Querschnitt durch Achillessehne yom Kalb. Zellkerne mit Methylenblau gefirbt. 
Vergr. 140 fach. 


innerhalb der Fasermasse in Erscheinung, die auf dem Langsschnittbild 
nicht zu bemerken waren (und zwar deswegen nicht. weil das zum Langs- 
schnittbild verarbeitete Schnittpraparat zu dick war). 

Diese Liicken in der Fasermasse gehéren dem Raumsystem an, das 
von dem Zellensystem der Sehne durchsetzt ist ; es ist also wie dieses in sich 
zusammenhangend. Das erkennt man auch bei starker VergréBerung. 
Bei schwacherer VergréBerung dagegen erkennt man nur die groben Raum- 
aussparungen, zu denen sich die Spalten zwischen den einzelnen Primitiv- 
fasern hier und da erweitern, wahrend die Spalten selbst im mikroskopischen 
Bild unbemerkbar bleiben. Es entsteht auf diese Weise der Eindruck, als 
ob nicht das Zwischenraumsystem ein in sich zusammenhingendes wire, 
sondern als ob die Fasermasse zusammenhangend sei und nur einzelne 
porenférmige Locher enthalt. Dieses Bild tritt noch deutlicher hervor,. 
wenn man ein Querschnittscheibechen durch eine frische Teilfaser der 
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Achillessehne betrachtet, das in verdiinnter Saure gequollen ist (Abb. 12) 
Durch die Quellung sind die Poren auseinander geriickt und verdeutlicht. 
Aut dem Quellungsbild ist tibrigens der urspriingliche Zusammenhang 


zwischen den Poren noch andeutungsweise zu erkennen. 





Abb. 11. 


Liingsschnitt durch Achillessehne vom Kalb. Zellkerne mit Methylenblau gefirbt. 
Vergr. 140 fach. 





Abb. 12. 
Querschnittscheibchen durch Teilfaser der frischen Achillessehne yom Kalb, in Siure 
gequollen. Vergr. 82fach. 
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Diese Zwischenraiume sind nur bei der frischen, ungetrockneten Sehne 
vorhanden. Dureh das Austrocknen schlieBen sich diese Raume, wodureh 
die homogene Transparenz der getrockneten Sehne zustandekommt, und 
sie treten dann auch nicht mehr auf. wenn man Querschnitte durch einmal 
getrocknete Sehnenstticke in Saéure zum Quellen bringt. 

Das Liickensystem zwischen den Primitivfasern hangt offenbar mit 
der Wellung! zusammen, in welcher sich die Primitivfasern der Achilles- 
sehne in ungespanntem Zustande befinden: Die Liicken geben namlich 
den einzelnen Primitivtasern der Sehne Raum, um sich im Zustande der 
Entspannung in Wellen zu legen, wodurch die Sehne im Ruhezustand eine 
4° ige Verkiirzung gegentiber dem angespannten Zustand erfaihrt. Diese 
Wellung der Primitivfasern ist in Abb. 1] gut zu erkennen. 


4. Sind die kollagenen Fasern oder die Teilelemente der Fasern 
von Membranen umhillt ? 


In einer neueren Arbeit* wird von Membranen gesprochen, die um 
die kollagene Faser bzw. um Teilfasern herumliegen sollen. Es sind aber, 
abgesehen von der Ringtaserschicht um die Achillessehne und von dem 
lockeren Bindegewebe um die Hautfaser herum, welche beiden Bildungen man 
nicht gut als Membranen ansprechen kann, bei der morphologischen Unter- 
suchung membranartige Bildungen innerhalb 
und, auBerhalb der kollagenen Faser nicht zu 
erkennen. Auch das wiederholt beschriebene 
Zellsystem innerhalb der Sehnenfasern kann 
unmdéglich als Membran aufgefaBt werden. 

Es ]aBt sich nun zeigen, dab die Beob- 
achtungen, welche zur Annahme von Mem- 
branen Anla®B gaben, falsch gedeutet worden 
sind. Es handelt sich um folgende Erschei- 
nung: LaBt man Querschnittscheibchen der 
kollagenen Faser oder Teile davon in Saure 
quellen, so bleiben sie nur dann in der ur- 
spriinglichen Ebene unter starker Ausdehnung 
liegen, wenn sie sehr klein sind. Uberschreiten — Quersehnittscheibehen —— dureh 
die Querschnitte flachenmabig eine gewisse a dae aad ae 
Mindestgr6Be, dann erfahren die Rander eine — quollen. (Zum Untersehied von 


schalenf6rmige Aufwerfung oder werfen sich, Abb. 2. wo die Quellung unter 
dem Deckglas stattfand.) 
Vergr. 42fach. 





Abb. 13. 


wenn die Scheibechen noch gréfier sind, in viele 
Falten, so daB am SchluB des Quellungsvor- 
ganges ein optisch nicht mehr entwirrbares 
raumliches Gebilde entsteht. Dieses Hinaustreten aus der ebenen Lage ist 
besonders bei Sehnenquerschnitten sehr ausgepragt., weil dort die Primitiv- 
fasern durch die Zellen zusammengehalten sind. Bei der Hautfaser dagegen 
bricht das Scheibchen gew6hnlich in mehrere Anteile auseinander, die dann 
fiir sich mehr unter Beibehaltung der ebenen Lage quellen, héchstens 
werden die Rander aufgebogen. 

Besonders interessant sind nun die Formenveranderungen beim Ratten- 
schwanzsehnenquerschnitt: die inneren Bezirke des Scheibchens drangen, 
um die Méglichkeit zu erhalten, sich unter Quellung seitlich auszudehen, aus 


1 Uber die Ursache und funktionelle Bedeutung der Wellung der Sehne 
siehe E. Th. Nauck, Morphol. Jahrb. 68, 79, 1981. 2 J. Jovanovits u. 
A. Alge, Collegium 1932, 8S. 222 u. 761. 
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der urspriinglichen Schnittebene in der Weise heraus, das eine hohlgetas 
artige Form entsteht. Im Endzustand dieses Quellungszustandes ist ein 
Crebilde entstanden, das stark an dic Blastulaform der Embryonalentwicklung 
erinnert : 

Bei der beschriebenen Aufwerfung der Rander- bzw. Faltenbildung 
entstehen nun eigentiimliche, stark lichtbrechende Konturen bzw. band- 
artige Streifen an den Stellen, wo Falten entstanden sind. Das erklart. sich 
so, daB an diesen Stellen die Primitivfasern nicht parallel zur optischen 
Achse des Mikroskops liegen, wie an allen tibrigen Stellen des Querschnittes, 
sondern senkrecht dazu. Da die Fasern auch in gequollenem Zustande 
optisch einachsig doppelbrechend sind, so zeigen sie durch die veranderte 
Orientierung auch veranderte Lichtbrechungsverhaltnisse. 

Diese stark lichtbrechenden Streifen kann man leicht fiir Hautchen 
halten, welche in einer von der itibrigen Hautsubstanz abweichenden Weise 
quellen. In diesem Sinne haben Jovanovits und Alge diese Erscheinung ge- 
deutet. DaB es sich hierbei aber nicht um irgendwelche Membranen handelt, 
sondern um Faserelemente, die mit der Langsachse in der Objektebene des 
Mikroskops liegen, geht besonders deutlich daraus hervor, da diese Rander 
und Streifen um so dicker sind, je dicker das Querschnittscheibchen war, 
das man zu diesem Versuche verwendet hat. 


). Sind die Bauelemente der kollagenen Faserstrukturen 
parallel oder spiralig angeordnet ? 

G.C. Heringa und Mitarbeiter! haben in einer Reihe von Unter- 
suchungen den Nachweis dafiir zu bringen gesucht, daB eine spiralige An- 
ordnung ein allgemeines Bauprinzip der kollagenen Bindegewebsfaser und 
ihrer untergeordneten Bauelemente sei. Die Frage des spiraligen Aufbaues 
ist in unserem Zusammenhange deswegen zu erértern, weil eine spiralige 
Anordnung der Faserelemente beim Quellen der Faser zu Torsionserschei- 
nungen AnlaB geben kénnte, die es uns verbieten wiirden, aus der Form- 
verinderung der Faser beim Quellen Schliisse auf Strukturumlagerungen 
feinbaulicher Art zu machen. 

Zu dem Beweismaterial, das Heringa und Mitarbeiter fiir die spiralige 
Anordnung der Faserstrukturen heranbringen, gehért u. a. auch die Wellung 
der Sehnentfaser. Diese Erscheinung wollen wir von der Erérterung der 
spiraligen Struktur ausschlieBen, denn erstens ist die Wellung noch nicht 
notwendigerweise mit einer spiraligen Verflechtung der Faser oder ihrer 
Bauelemente verbunden, vielmehr kann die Wellung auch bei strenger 
Parallellagerung der Einzelfasern auftreten (in diesem Falle ist die Wellung 
zu vergleichen mit der des offenen gewellten Haares, die spiralige Verflechtung 
dagegen mit der Zusammenfassung der Haare in einem Zopf). Zweitens 
ist die Wellung kein allgemeines Bauprinzip der kollagenen Fasern, sondern 
eine Erscheinung, die lediglich bei entspannten Sehnen auftritt, dagegen 
nicht bei den Fasern des Coriums. 

Was die tibrigen von Heringa angefiihrten Argumente fiir eine spiralige 
Anordnung der Faserelemente innerhalb des morphologischen Gebietes 
betrifft, so sprechen diese nur fiir eine ganz schwache Abweichung von der 
Parallelorientierung, die so gering ist, daB man u. E. in ihr mehr eine St6érung 
und UngleichmaBigkeit des parallelfaserigen baw. paralleltibrillaren Aufbaues 


' Heringa und Mitarbeiter, Proc. Roy. Acad. Amsterdam XXIX, 1926, 
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der Faser sehen darf als den Ausdruck eines grundsitzlich spiraligen Bau- 
prinzips. Ohne auf die einzelnen Argumente fiir den spiraligen Aufbau der 
kollagenen Bindegewebsfasern naher einzugehen, wollen wir uns mit der 
Feststellung begniigen, daB unsere bei den folgenden Untersuchungen haupt- 
sichlich verwendeten getrockneten Rattenschwanzsehnen im -wasser- 
gequollenen wie sduregequollenen Zustand keine’ Spiralisierung der 
Primitivfasern oder der Fibrillen erkennen lieben, so daB ein TorsionseinfluB 
bei der Formanderung durch Quellungserscheinungen nicht zu beturchten 
war. Ubrigens hat Heringa die Parallelorientierung der Sehnenfaser im 
siuregequollenen Zustand selbst feststellen miissen!. 

Heringa nimmt weiterhin auch einen spiraligen Bau des Wollagens 
innerhalb des feinbaulichen Gebietes an, wofiir auBer AnalogieschluB- 
folgerungen zu den morphologischen Verhaltnissen auch Beobachtungen 
polarisationsoptischer und réntgenographischer Natur hinzugezogen wurden. 


6. Vergleich der drei verschiedenen Kollagenbildungen: 
Rattenschwanzsehne, Hautjaser, Achillessehne. 

Vergleicht man die drei naher untersuchten’ Faserstrukturen 
daraufhin, wie weit sich die Begriffe Faser, Primitivfaser und Fibrille 
bei ihnen zur Anwendung bringen lassen, so findet man, daB nur die 
Fibrille eine allgemeine Verbreitung besitzt. Die anderen morphologi- 
schen Bezeichnungen sind dagegen nicht allgemein anwendbar.  Be- 
sonders die Ausdriicke Faser und Faserbiindel diirfen nur in elastischer 
Anpassung an die recht unterschiedlichen Erscheinungsformen  der- 
artiger Bildungen gebraucht werden. Die Hilfsbezeichnung Primitiv- 
faser, eingefiihrt, um die sehr deutlichen Teilfasern der Rattenschwanz- 
sehne mit einem Namen zu belegen, laBt sich auch ohne Miihe auf die 
gleichartigen Bildungen innerhalb der Achillessehne anwenden.  Da- 
gegen ist es schwierig, in der Hautfaser eine Unterteilung in Teil- 
strukturen, welche den Primitivfasern der Rattenschwanzsehne ent- 
sprechen, sichtbar zu machen. Ohne Zweifel ist aber eine solche vor- 
handen. 

Es ware zu erértern, ob nicht die Hautfaser als ganzes der Primitiv- 
faser der Sehnen gleichzusetzen ware; in diesem Falle wiirde jedoch der bei 
der Hautfaser gefundene Zerfall in Teilfasern (die wir in diesem Fall auch 
Primitivfasern nannten) ohne Analogie bei der Sehne sein. 

Fragt man, wie in den Fasern die Fibrillen (abgesehen von einer 
im morphologischen Sinne — hypothetischen, weil nicht sichtbaren 
Kittsubstanz zwischen den Fibrillen) innerhalb der Faser zusammen- 
gehalten werden, so zeigt sich auch darin ein grober Unterschied zwischen 
den hier besprochenen Faserstrukturen. In der Rattenschwanzsehne 
wird der Zusammenhalt durch das Zellsystem zwischen den Primitiv- 
fasern bewirkt; bei der Achillessehne tritt dieses Zellsystem in seiner 


' Heringa u. Lohr, Proc. Roy. Acad. Amsterdam 29, 1080, 1926. 
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Bedeutung fiir den Zusammenhalt hinter der Bedeutung des stark 
ausgepragten Systems von intratendiésem Bindegewebe zuriick. Weiter- 
hin wird die Achillessehne durch eine Lage von ringf6rmig verlaufenden 
Fasern zusammengefaBt. Im groBen und ganzen gleichen sich aber die 
Sehnen in ihrem morphologischen Aufbau sehr deutlich und unter- 
scheiden sich erheblich von der Hautfaser. Gemeinsam ist den Sehnen 
auch die Wellung, die man bei den Fasern des Coriums nicht findet. 
Die Wellung der Rattenschwanzsehne tritt allerdings nur dann stark 
hervor, wenn man sie in frischem Zustande verarbeitet. Bringt man 
die dem Gewebe entnommene Sehnenfaser lingere Zeit in Wasser und 
trocknet sie dann an der Luft auf, so verschwindet die Wellung fast 
vollstandig und tritt dann beim Wiederwassern nicht mehr in Er- 
scheinung. In der Hautfaser ist der geringste Zusammenhalt vorhanden: 
Zellen fehlen so gut wie vollstandig und die lockeren Bindegewebs- 
hillen sind vergleichsweise auch nur recht sparlich, wie die Quellungs- 
bilder der Hauttaser deutlich erkennen lassen. 

Diese morphologischen Untersuchungen wurden als Vorarbeiten 
fiir die feinbauliche Erforschung der Faser angestellt. Im Hinblick 
auf diese ist es sehr befriedigend, daB trotz aller morphologischer Unter- 
schiede bei allen kollagenen Strukturen die Fibrille in der gleichen 
Form auftritt, woraus zu folgern naheliegt, daB auch der Feinbau der 
Fibrille, unabhangig von der Wahl des Untersuchungsmaterials, iiberal] 
derselbe ist. Diese Erwartung hat sich im Laufe der weiteren Unter- 
suchungen weitgehend erfillt: Die Ubereinstimmungen scheinen im 
feinbaulichen Gebiet viel gr6éBer zu sein als im morphologischen Gebiet. 
Wenn Unterschiede bei solchen Reaktionen des Kollagens auftreten, 
die mit dem Feinbau der Faser zusammenhangen, so zeigt sich in den 
meisten Fallen, daB diese Unterschicde auf die morphologischen Be- 
sonderheiten der tibergeordneten Strukturform zuriickzufiihren = sind. 
Fir Feinbauuntersuchungen des Kollagens wird man sich daher zweck- 
miBigerweise dasjenige Material aussuchen, das am wenigsten mit 
morphologischen Komplikationen behaftet ist. In dieser Hinsicht ist 
die Rattenschwanzsehne das geeignetste Material fiir Feinbauunter- 
suchungen und verdient vor den Hautfasern den Vorzug, die besonders 
Jovanovits fiir seine Versuche verwendet hat. Deshalb verwendeten 
wir zu den meisten Untersuchungen Rattenschwanzsehnen, und zwat 
gingen wir von einem Material aus, das nach dem Herausziehen aus 
dem Schwanz erst einige Zeit in Wasser gelegen hatte, dann aufgetrocknet 
und in diesem Zustande vorratig gehalten wurde. Um Mifverstand- 
nisse zu vermeiden, sei noch einmal darauf hingewiesen, daB die frischen 
Fasern, die man dem Schwanz einer eben getéteten Ratte entnimmt, 
sich in mancher Hinsicht anders verhalten als die gewasserten und 


getrockneten Fasern. 
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Il. Der Feinbau der Kollagenen Faser. 
1. Methoden. 


Um den Feinbau der Faser zu studieren, stehen uns in erster Linie cie 
yptischen Methoden der Polarisationsmikroskopie und die rontgenographi- 
schen Methoden der Strukturanalyse zur Verfigung. Die Ergebnisse, die 
mit diesen Methoden erzielt wurden, sind nicht besonders reichhaltig, und 
es hat den Anschein, als ob bei dem gegenwartigen Stand der Untersuchungs- 
technik von ibnen wesentlich neue Erkenntnisse nicht erwartet werden 
kénnen. Das wichtigste Ergebnis der polarisationsmikroskopischen Unter- 
suchung., daB die Faser micellar aufgebaut ist, wird durch die Roéntgen- 
analyse bestatigt. wenn man das Rontgendiagramm der Faser. das ein 
typisches Faserdiagramm ist, im Sinne derjenigen Vorstellungen  inter- 
pretiert, die von A. H. Meyer als Bauschema aller organischen Faser- 
strukturen wahrscheinlich gemacht worden sind. Diese Vorstellungen be- 
stehen darin, daB Hauptvalenzketten (in unserem Falle Polypeptidketten) 
den kristallinen Anteil der Faser bilden und da eine bestimmte Zah! dieser 
Hauptvalenzketten zu einer selbstandigen Einheit. genannt Micelle. zu- 
sammengefaBt sind. Es zeigt sich hierbei, dal die Analogie-SchluBfolgerung 
von gut bekannten Faserstrukturen aut weniger gut bekannte ein wichtiges, 
wenn auch mit Vorsicht zu gebrauchendes Hiltsmittel der Feinstruktur- 
ermittlung bedeutet. 


Wenn man sich nun nach weiteren Methoden umschaut., welche Aus- 
kunft tiber die Faser zu geben versprechen, so zeigt es sich. dai von det 
Moéglichkeit einer Analyse und Interpretierung der Formverdnderungen der 
Faser beim Quellen und Schrumpfen noch kein Gebrauch gemacht worden 
ist. Diese Methode, die man als Quellungsanalyse im Sinne einer Feinbau- 
ermittlung bezeichnen koénnte (der von JV. Lidtke eingetiihrte Begriff 
». Quellungsanalyse™ bezieht sich urspriinglich auf die Ermittlung morpho- 
logischer Besonderheiten), fiihrt bei Verwendung von Sehnenfasern deswegen 
zu guten Erfolgen, weil morphologische Hemmungen, die bei der Cellulose 
eine groBe Rolle spielen, keine wesentlichen Schwierigkeiten bereiten und 
weil andererseits die kollagene Faser ebenfalls im Gegensatz zu Cellulose 
diese Formveranderungen vielfach in vollig reversibler Weise erleidet. was 
immer ein Kennzeichen dafiir ist, da die Ordnung der Struktur wahrend 
der Formveraénderung nicht verlorengegangen ist. sondern in eine andere 
iibergefiihrt wurde. Es ist einleuchtend. dai dieser Umstand die Deutung 
dieser Formenveranderung aus der Faserstruktur heraus wesentlich er- 
leichtert. 

So ergiebig diese Untersuchungen auch sind, so ist doch erst die (resamt - 
heit der vielfachen Einzelbeobachtungen morphologischer, quellungsanalyti- 
scher, réntgenographischer und physiko-chemischer Art und thre sinnvolle 
Verkniipfung imstande, ein einigermaBen brauchbares, wenn auch immer 
noch sehr unvollkommenes Bild von der Faserstruktur des Bindegewebes 
entstehen zu lassen. Die Worte. die H. Mark! in seinem Buch iiber die 
Physik und Chemie der Cellulose anlaBlich der Erérterung der methodischen 
Schwierigkeiten schreibt, sind auch durchaus in unserem Falle giiltig: ..Die 
Summe von Angaben fuBt auf recht verschiedenartigen Kenntnissen chemi- 
scher und physikalischer Natur und hinterlaBt daher gegenwartig bei 
manchen Bearbeitern dieses Gebietes noch ein Gefiihl der Unsicherheit und 


1 H, Mark, Physik und Chemie der Cellulose 1932, S. 179. 
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Unklarheit. Da aber nur die Synthese aller Kennzeichen den Weg fiir da 
Vorwartskommen bietet, muB man sie wohl verschieden ausbauen und an 
moglichst vielen praktischen Beispielen ihre Brauchbarkeit priifen. Dann 
wird sich im Laufe der Zeit auch ihr gegeniiber ein gewisses Gefiihl de: 
Sicherheit und des Vertrauens einstellen.” 

Deswegen soll méglichst von allen Beobachtungen und Messungen aut 
unserem Gebiet das wichtigste Ergebnis mitgeteilt und so gut wie mdéglici 
zu einem geschlossenen Bild verarbeitet werden. 


2. Die Doppelbrechung der kollagenen Faser. 


Kine genaue Untersuchung der Doppelbrechungsverhaltnisse de: 
kollagenen Faser hat gezeigt, daB bei ihr die beiden Arten der Doppel 
brechung auftreten, die bei optisch anisotropen Strukturen unterschieden 
werden kénnen, namlich Formdoppelbrechung und Micellardoppelbrechung!. 
Die Formdoppelbrechung wird dadurch herbeigetithrt, daB die Faser aus 
langlichen, in der Faserrichtung orientierten Micellen aufgebaut ist, die 
durch eine Intermicellarsubstanz voneinander getrennt werden. Micellar- 
substanz und = Intermicellarsubstanz haben einen verschiedenen Licht 
brechungsindex. Da auBerdem die Micellen auf Grund ihrer Kristallstruktur 
eine Eigendoppelbrechung besitzen, so wird die Formdoppelbrechung durch 
eine Micellardoppelbrechung (Eigendoppelbrechung der Micelle) tiberlagert. 
Der positive Charakter der Micellardoppelbrechung laBt sich durch Behand- 
lung mit gewissen Stoffen (Phenol, gewisse Gerbstoffe u. a.m.) umkehren ®. 
Aus verschiedenen, hier nicht naher zu erérternden Uberlegungen abt 
sich folgern, da der Gerbstoff, der die Umkehr der Doppelbrechung 
bewirkt, intramicellar eingelagert sein muB, also in das Gitter der Micelle 
eintritt*. 

Uber die GréBe der Micellen und der Zwischenmicellarriitume lassen 
sich aus polarisationsmikroskopischen Untersuchungen keine’ Schlub- 
folgerungen ziehen. Auch dariiber, ob die Intermicellarréaume von einer 
amorphen Substanz erfiillt sind oder ob es sich um leere Raéume handelt, 
die lediglich in der Lage sind, die Durchtrankungsfliissigkeiten aufzunehmen, 
mit deren Hilfe man die Formdoppelbrechung variieren kann, 1aBt sich 
ebenfalls nichts sagen. Die Uberlegungen von R. Tandler4, die auf das 
letztere hinauswollen, sind teils zu wenig experimentell gestiitzt, teils zu 
wenig iiberzeugend (so z. B. die Deutung des Befundes, daB eine alkohol! 
entwasserte Faser keine Doppelbrechung mehr zeigt, was darauf beruht, 
daBs die Faser in diesem Zustande opak und undurchsichtig ist, und nicht, 
wie Tandler meint, auf ein Verschwinden der Intermicellarréuume durch 
den Wasserentzug zuriickzufiihren ist). 


3, Der réntgenographische Befund. 

Von Kollagen sind bereits zahlreiche Roéntgendiagramme angefertigt 
und in der Literatur veréffentlicht bzw. beschrieben und _ interpretiert 
worden. Es handelt sich dabei zumeist um Faserdiagramme von Sehnen 
kollagen. R.O. Herzog und H. W.Gonell®> haben auch andere Kollagene 


1 W.J. Schmidt, Die Bausteine des Tierkérpers im polarisierten Licht, 


Bonn 1924; A. Kiintzel, Collegium 1926, S. 176. — ? A. Kiintzel, Collegiun 
1925, S. 623. —? Derselbe, ebenda 1929, 8.207. —*4 R. Tandler, ebenda 1931, 
S. 642: Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 594, 1931. —®> Ber. 58, 2228, 1925. 
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and Knorpel und Elastin untersucht. Diagramme von Hautfasern sind 
dagegen in der einschlagigen Literatur nicht erwahnt. 

Die rechnerische Auswertung der Diagramme ergibt einige sehr wichtige 
Werte tiber das Gitter der Micelle. Der Hauptgitterabstand, berechnet nach 
der Braggschen Formel aus dem Abstand der beiden starksten aquatorialen 
Schwarzungen, wird von verschiedenen Seiten iibereinstimmend! mit etwa 
11 A angegeben, eine Zahl, die auch wir bei der Auswertung eigener Aut- 
nahmen ermittelten (genau 11,5 A). &. Ndhring? gibt den Gitterabstand 
nur mit 9.5 A an, ohne da man aus den Reproduktionen der Aufnahmen 
dieses Autors diese Messung nachkontrollieren kann, da eine Angabe iiber 
den Abstand des Objektes von der Platte fehlt. 

Uber die Hauptidentitatsperiode in der Faserrichtung lassen sich aus 
dem Vierpunktbild der Schwarzungen, die man als der ersten Schichtlinie 
zugehorig annehmen darf, Berechnungen anstellen, und zwar aut Grund 
der Polanyischen Schichtlinienbeziehung. Herrmann, Gerngross und Abitz 
(l. ec.) berechnen bei gedehnter Gelatine, deren Diagramm identisch mit 





Abb. 14. Abb. 15. 
Rintgendiagramm einer Sehnenfaser. Cu- Kéntgendiagramm einer um 10°9/) gedehnten 
Strahlung. Plattenabstand 40 mm. Sehnenfaser, Cu-Strahlung. Plattenabstand 

40 mm. 


dem des Kollagens ist, die Faserperiode mit 9,5 A. Herzog und Jancke®, die 
zu dieser Berechnung noch zwei weitere diatrope Reflexe des Kollagendia- 
gramms hinzuziehen, nehmen den doppelten Wert von ~20A an. K. H. 
Meyer (1. ¢.) gibt einen kleineren Wert an als Herrmann, Gerngross und Abitz, 
namlich 8.4 + 0.3 A. Auf Grund unserer eigenen Messungen unter Benutzung 
der Polan yischen Schichtlinienbeziehung kommen wir zueinemW ert von 9,8 A. 

Wahrend die Wollfaser durch Dehnung eine vollstandige Umorientierung 
der inneren Struktur und damit ein ganz anderes Réntgendiagramm erhalt, 
fiihrt die Dehnung der Sehnenfaser (die nur bis etwa 10°,, méglich ist) zu 
keiner wesentlichen Anderung des Diagramms. Immerhin wird das Vier- 


1 K. H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 265, 1929; K. Herrmann, O. Gern- 
gross u. W. Abitz, Zeitschr. f. physik. Chem. (B) 10, 371, 1930. — * Jahrb. 
f. Morph. u. mikr. Anal. II, 28, 439, 1931. — * Ber. 59, 2487, 1926; 
Zeitschr. f. physik. Chem. (B) 12, 228. 
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punktdiagramm ein wenig verzerrt und die Basisreflexe streben weiter aus 
einander (Abb. 14 und 15), wahrend die Abstainde der aquatorialen Schwiait 
zungen unverandert bleiben. Die [dentitiatsperiode der gedehnten Sehnen 
faser berechnet sich zu 9,1 A. 

Der Versuch, aus diesen wenigen und zugleich noch nicht eindeutig 
feststehenden Werten die GréBe des Elementarkérpers zu berechnen, ist 
offenbar vertriiht, wie der Umstand zeigt, daB Herzog und Mitarbeiter, von 
einer derartigen Berechnung ausgehend, einmal zu dem Wert 685 fiir das 
Molekulargewicht des Kollagens kommen und bei erneuter Uberarbeitung 
zu dem fast zehnmal gréBeren Wert 6270?. 

Ebenso skeptisch mu der Versuch betrachtet werden, aus dem 
{6ntgendiagramm der Sehne SchluBfolgerungen tiber den spiraligen Bau 
der Fibrillen oder den der Micellen zu ziehen. G.C. Heringa und M. H. 
Kolkmeitjer® glauben dem Diagramm entnehmen zu diirfen, daB diejenige 
Gitterebene, auf welche der Basisreflex zuriickzuftihren ist, um 86 oder 87° 
gegen die Faserrichtung geneigt ist, statt um 90°, wie alle anderen Unter- 
sucher annehmen. In der Tat kann man die sichelf6rmige Verbreiterung 
dieser Interferenzen als Ausdruck einer Spiralstruktur interpretieren, aber 
ebensogut kénnen sie durch UnregelmaBigkeiten in der Lagerung dieser 
Ebenen bedingt sein, die nicht mit einem Spiralbau zusammenhingen. 
Solange keine andere Indikation fiir eine Spiralstruktur vorhanden. ist, 
muB man dieser Annahme gegentiber Zuriickhaltung bewahren. 

Kine weitere Moéglichkeit, SchluBfolgerungen aus dem Faser- 
diagramm zu ziehen, besteht in einer Teilchengr6Benbestimmung der 
Micellen durch Photometrieren und Ausmessen der Schwarzungsbreite 
der wichtigsten Interferenzen. Eine derartige Untersuchung wurd 
von Herzog und Jancke® unter Zugrundelegung der Scherrer schen Forme! 
ausgefiihrt mit dem Ergebnis, daB8 die Lange der Micelle etwa 90 A 
betragt. Auf Grund eigener Messungen, unter Zugrundelegung der von 
Hengstenberg benutzten Methode zur Laingenmessung der Cellulose- 
micelle, kénnen wir die Lange der Micelle mit 70 A angeben, wahrend 
iiber die Dicke der Micelle nur so viel gesagt werden kann, daB sie weit 
unterhalb von 50 A liegt und schatzungsweise* 10 A betragt. Nach 
Herrmann, Gerngross und Abitz verbietet es sich allerdings, eine der- 
artige Berechnung anzustellen, weil die Glieder der Hauptvalenzketten 
innerhalb der Kollagenmicelle nicht als unter sich identisch, sondern 
nur als chemisch analog angenommen werden miissen (und zwar zwingt 
zu dieser Annahme die Notwendigkeit, 16 verschiedene Aminosauren 
im Gitter unterzubringen); dadurch erscheint das Gitter hochgradig 
gestért und das sei der Grund dafiir, da8 die Interferenzen breit und 


verwaschen sind. 


lL Ber. 58, 2228, 1925; 59. 2487. 1926: vel. auch Diskussion Herzog 


Gerngross, Angew. Chem. 41, 426, 1928. — * Kon. Akad. Wetenschapen 
Amsterdam 85, 1926. —* R. O. Herzog u. W. Jancke, Zeitschr. f. phys. Chem. 
(B) 12, 228, 1931. — 4 Aus Analogie zur Ramie- und Cellulosemicelle. 


Ch. Carpenter u. Andress, erscheint demnachst in der Zeitschr. f. phys. Chem. 
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Dieser Einwand gegen die TeilchengréBenbestimmung ist zweifellos 
iicht von der Hand zu weisen. Trotzdem kénnen die Micellen als klein 
ingenommen werden, weil auch andere Argumente dafiir sprechen. 

Die in der Literatur ver6ffentlichten Arbeiten tiber das Réntgen- 
diagramm der kollagenen Faser beziehen sich, wie schon erwahnt, fast 
ausschlieBlich auf Sehnenfasern. Von den Hautfasern ist ein Diagramm 
noch nicht beschrieben worden. Dagegen haben amerikanische Autoren! 
Réntgendiagramme von ganzen Hautstiicken hergestellt, auf denen die 
von den Gelatinediagrammen her bekannten Ringe zu bemerken sind, 
welche Gitterabstanden von 2,8 A und 12 bis 13 A entsprechen. Wir 
haben nun ein Biindel isolierter Hautfasern réntgenographiert und ge- 
funden, daB dieses Diagramm im wesentlichen mit dem von Sehnen- 
fasern tibereinstimmt. Der Unterschied ist der, daB die Schwarzungen, 
die von der amorphen Substanz herstammen, staérker ausgebildet sind 
und die vier Schwarzungen der ersten Schichtlinie nicht deutlich hervor- 
treten lassen. Die Abstainde zwischen den Aaquatorialen Haupt- 
schwarzungen und den meridionalen Basisreflexen stimmen genau mit 
denen des Sehnendiagramms iiberein. 

Fiir die Erkenntnis der Feinstruktur des Kollagens ist endlich der 
rontgenographische Befund von Gerngross und Katz? bedeutungsvoll ge- 
worden, daB das Diagramm der Gelatine in dasjenige des Kollagens iibergeht, 
wenn man die Gelatine stark dehnt. 

Das Réntgendiagramm der Gelatine zeigt auber einigen wohldefinierten 
kristallinen Interferenzringen auch noch zwei unscharf begrenzte Ringe 
(Halos), die von einem amorphen Bestandteil der Gelatine herriihren. Auf 
dem Diagramm der gedehnten (Crelatine sind nun diese, dem amorphen 
Bestandteil zukommenden Interferenzringe in gleicher Weise wie die 
scharfen Gitterinterferenzringe in einzelne, aquatorial gelegene sichelartige 
Schwarzungen aufgespalten worden. Der ,,amorphe Bestandteil* unterliegt 
somit ebenfalls dem Einflu8 der Dehnung. Aus diesem Verhalten haben 
Gerngross und Mitarbeiter? folgende SchluBfolgerungen gezogen: 1. daB 
diese amorphe Substanz in der gedehnten Gelatine und auch innerhalb der 
kollagenen Faser eine gewisse Ordnung besitzt, also nicht mehr amorph 
genannt werden kann, und 2. daB die Bestandteile der Gelatine, der kristalline 
und der amorphe, miteinander mechanisch verbunden sein miissen. 

Man wird nicht fehlgehen, wenn man den Bestandteil geringerer Ordnung 
mit der Intermicellarsubstanz identifiziert. Da diese Intermicellarsubstanz 
mit dem eigentlichen kristallinen Bestandteil des Kollagens eng zusammen- 
hangt, gewissermafBen einen weniger geordneten Bestandteil der Micelle bildet, 
ist iibrigens auch schon vorher von anderen Autoren angenommen worden 4. 


1 K.G. Chesley, H. V. Anderson u. E. R. Theis, J. A. 1. C. A. 2%, 12, 
1932. — * Kolloid-Zeitschr. 39, 181, 1926. — * Zeitschr. f. physik. Chem. 
(B) 10, 371, 1930. — 4 Sponsler u. Dore, Coll. Symp. Monogr. 4, 174, 
1926; K. H. Meyer u. H. Mark, B. 61, 611, 1928; diese Autoren sprechen 
anlaBlich der Diskussion des micellaren Aufbaues der Cellulose von einer 
amorphen Rindensubstanz im Gegensatz zur kristallinen Kernsubstanz 
der eigentlichen Micelle. 
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Kine besonders prazisierte und anschauliche Darstellung von dem Zu 
sammenhang zwischen der eigentlichen Micelle und der Intermicellarsubstan 


geben Gerngross, Herrmann und Abitz durch das sogenannte Fransenmode!| 
der Kollagen- und Gelatinemicelle. Danach besteht die Micelle der Gelating 
aus gittermaBig gefiigten Polypeptidketten, deren Enden aber weniger 
geordnet sind, so da die Micelle an den beiden Schmalseiten ausgefranst 
erscheint. Wie sich aus solchen Fransenmicellen das Gelatinegel bzw. dir 
Faser in der Art eines riumlichen Fachwerks aufbaut, ist von den genannte: 
Autoren mehrtach! geschildert worden und am besten aus den von ihner 
gegebenen schematischen Skizzen zu erkennen. Es wird in der vorliegenden 
Arbeit gezeigt werden, da® dieses Fransenmodell sich nicht bewahrt, wenn 
man die Forménderung der Faser beim Quellen und Schrumpfen mit ihm 
in Kinklang zu bringen versucht. 


4. Die Quellung der kollagenen Faser in Wasser. 
a) Die Formveranderung. 

Sieht man von einer einmaligen, irreversiblen Dickenabnahme der 
frischen aus dem Gewebe entnommenen Sehnenfaser ab, die beim 
langeren Liegen in Wasser erfolgt und die nichts mit der eigentlichen 
Geriistsubstanz der Faser zu tun hat, so sind die Formveranderungen 
der Faser beim Auftrocknen und Wiederweichen im Wasser durchaus 
reversibel, und zwar betragt die Langenzunahme der trockenen Faser 
bei der Wasserquellung etwa 4,5 bis 4,9°,, wahrend die Dickenzunahme 
45°, ausmacht. Bemerkenswert ist, daB die Abgabe von Wasser und 
die Wiederaufnahme auBerordentlich schnell vor sich geht. 

Bei den Hautfasern sind die Zahlen etwas anders. Die Dickenzunahme 
betrigt etwa 100°, die Langenzunahme etwa 1°... Worauf diese Unter- 
schiede im Ausmai der Verlangerung und Verdickung bei der Sehnenfaser 
und der Hautfaser zuriickzufiihren sind, wagen wir nicht zu entscheiden. 


b) Réntgenographische Untersuchung der Wasserquellung. 
Vergleicht man das Réntgendiagramm einer trockenen Sehnenfaser 
7 . . - M4 
mit dem einer nassen, so ist zunachst zu bemerken, daB das Diagramm 
der nassen Faser viel weniger geordnet erscheint als das der trockenen. 





Abb. 16. 
Rintgendiagramm von a trockener und b nasser Sehnenfaser. Cu-Strahlung 
Plattenabstand 40 mm. 


' K. Herrmann, O. Gerngross u. W. Abitz, Zeitschr. f. physik. Chem (B) 


10, 371, 1930; Naturw. 1S, 754, 1930; diese Zeitschr. 228, 409, 1933; Kolloid- 
Zeitschr. 60, 276, 1932; Kautschuk 8, 1932. 
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Die Interferenzen sind verwaschen, und besonders die vier Punkte 
der ersten Schichtlinie sind zu einem verschwommenen Ring vereinigt. 
Abgesehen davon hat sich aber die Lage der Interferenzen nicht geandert, 
mit Ausnahme der beiden aquatorialen Hauptschwarzungen, die enger 
aneinandergeriickt und breiter geworden sind, wobei ihre urspriinglich 
langliche Form in eine mehr runde iibergegangen ist, wie Abb. 16 zeigt'. 

Die Wasseraufnahme erfolgt demnach unter Gittererweiterung, und 
zwar betragt der Gitterabstand des hydratisierten Kollagens 15 bis 
16 A. Demnach ist die Wasserquellung intramicellarer Natur, und es 
zeigt sich hierin ein wichtiger Unterschied gegeniiber der Wasserauf- 
nahme von Seide, Chitin und Cellulose, bei welchen Fasergebilden die 
Wasseraufnahme intermicellarer Natur ist”. Bei Cellulose ist sogar die 
Quellung in verdiinnten Saure- und Alkalilésungen ebenfalls nur 
zwischenmicellarer Natur. 

Auch E. Nahring (1. c.) fand eine Gittererweiterung des Kollagens beim 
Quellen in Wasser. Allerdings kommt dieser Autor auch hierbei zu Zahlen, 
die von den unserigen stark abweichen. 

Dagegen stimmen die Werte, die Herrmann, Gerngross und Abitz (1. ¢.) 
bei ihrer eingehenden réntgenographischen Untersuchung der Gelatine- 
quellung gefunden haben, mit den unserigen gut tiberein. Der Gitter- 
abstand, der bei der normalen lufttrocknen Gelatine 11,3 A betragt, wird 
durch Wasseraufnahme ebenfalls vergr6éBert, allerdings tiber das Mai 
dessen hinaus, was bei Kollagen erreicht werden kann, namlich bis 17,1 A 
(bei Kollagen nur 15 bis 16 A). Der Ebenenabstand, von 7,5 A, der den 
Schichtlinienpunkten des Faserdiagramms entspricht, bleibt dagegen bei 
der Gelatinequellung ungeéndert. Mit anderen Worten, man findet auch 
bei der Gelatine, daB die Quellung nur zu einer Wassereinlagerung zwischen 
den Hauptvalenzketten fiihrt, dagegen nicht zu einer Wassereinlagerung 
zwischen den einzelnen Kettengliedern innerhalb derselben Kette. 


c) Intermicellare und intramicellare Quellung. 


Bei den Naturstoffen, welche micellar aufgebaut sind, ist die inter- 
micellare Quellung der primére und haufigere Vorgang. Die intramicellare 
Quellung dagegen tritt seltener und offenbar sekundar ein. Wenn wir beim 
Kollagen auf Grund der Réntgenanalyse annehmen, daf eine intramicellare 


1 Bei diesen Aufnahmen wurde nur so lange belichtet, als gerade zur 
Hervorbringung der beiden Hauptinterferenzen ausreicht, aus denen man 
die Anderung des Gitterabstandes- bei der Wasseraufnahme erkennen kann. 
Dadurch sollte vermieden werden, daB infolge Uberstrahlung eine Anderung 
der Lage der Interferenzpunkte unbemerkt bleibt. Bei einem ersten Versuch 
waren die Filme zur Hervorbringung aller Interferenzen sehr lange exponiert 
worden, und infolge der starken Uberstrahlung blieb die Anderung der Lage 
der beiden Hauptschwarzungen unbemerkt. Die aus diesem Versuch 
gezogene und bei einem Vortrag durch den einen von uns geaduBerte 
SchluBfolgerung, daB die Wasserquellung der Kollagenfaser eine inter- 
micellare ist (Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 55, 1933), mu® daher korrigiert 
werden. — * R. Katz, Cellulosechemie 11, 17, 1930. 


18* 
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Quellung bei der Wasseraufnahme stattgefunden hat, so kénnen wir erst 
recht annehmen, daf ihr eine intermicellare Quellung vorangegangen ist. 
Von dieser ist auf dem Réntgenbild nichts wahrzunehmen, dagegen verrat 
sie sich durch die 4uBere Formverainderung der Faser, vor allem durch die 
auftretende Verldngerung; denn da in Richtung der Faserachse keine Gitter- 
erweiterung stattgefunden hat, kann die Verlangerung der Faser beim 
Quellen nur auf Grund einer zwischenmicellaren Wassereinlagerung erfolgt 
sein. Aber auch in der Richtung senkrecht zur Faserachse mu8B zugleich 
mit der intramicellaren Quellung noch eine intermicellare aufgetreten sein. 
weil sonst die tatsaéchlich gemessene Verdickung der Faser nicht zustande 
kommen kénnte. Diese betragt bei der Sehnenfaser etwa 50°,, wahrend 
bei Beibehaltung des urspriinglichen Abstandes von Micelle zu Micelle 
auf Grund der intramicellaren Quellung eine Verdickung von nur 35‘ 
auftreten sollte. Daraus folgt, daB die Zwischenmicellarraume auch in 
Richtung senkrecht zur Faserachse eine Erweiterung durch die Quellung 
erfahren miissen. 

Bei denjenigen Faserstrukturen, bei denen nur eine intermicellare 
Quellung auftritt, und bei denen infolgedessen die Formverainderung der 
Faser durch die Quellung viel geringer ist, lassen sich aus dieser Schliisse 
auf das Verhaltnis von Lange und Breite der Micelle ziehen. Bei Cellulose!) 
und Wolle*) miiBte dann demnach die Micelle zehnmal so lang wie breit 
sein. Das ist bei der koliagenen Faser nicht méglich, weil hier intermicellare 
und intramicellare Quellung zusammenwirken. Auch aus dem Ergebnis 
von Festigkeitspriifungen in der Langsrichtung und in der Querrichtung 
der Faser lassen sich keine Angaben iiber die Haufigkeit der Zwischen- 
micellarraume in der einen und in der anderen Faserrichtung und damit An- 
gaben tiber die Dimensionierung der Micelle machen. Zwar ist die kollagene 
Faser in der Querrichtung weniger reiBfest als in der Liangsrichtung, aber 
nur deshalb, weil sie beim ZerreiBen in seitlicher Richtung in Fibrillen 
zerfallt, wahrend beim ZerreiBen in der Liangsrichtung die Fibrille selbst 
zerrissen wird. Nach K. H. Meyer beruht der Festigkeitsunterschied in 
beiden Richtungen auf einer verschiedenen Haufigkeit der zwischenmicel- 
laren Unterbrechungen in beiden Richtungen®. Diese Uberlegung JaBt sich 
bei Kollagen nicht auf ihre Richtigkeit priifen, weil sich praktisch eine 
kollagene Fibrille in der Querrichtung gar nicht zerreiBen ]aBt. 

‘ Hinsichtlich der Gestaltung der Intermicellarréiume ]éBt sich also aus 
den Veranderungen der Faser bei der Wasserquellung nichts in Erfahrung 
bringen. Diese Frage wird noch an anderer Stelle eingehend diskutiert 
werden. Nur betreffs der Brauchbarkeit des von Herrmann, Gerngross 
und Abitz vorgeschlagenen Fransenmodells der Kollagenmicelle 1aBt sich 
sagen, daB die gleichzeitige Verdickung und Verlingerung der Faser be 
der Wasseraufnahme nicht mit der Fachwerkvorstellung vereinbar ist. 
welche verlangt, da der Verdickung eine Verkiirzung entspricht. 


5. Die Quellung der kollagenen Faser in verdiinnten Sdure- 
und Alkalilésungen. 
Bekannter als die Verlingerung der trockenen Faser beim Quellen 
in Wasser ist die Tatsache, daB die Faser beim Einbringen in verdiinnte 


1 W. 7. Astbury u. A.J. Woods, Journ. Text. Inst. 28, 127, 1932. 
— ? J. B. Speakmann, Journ. Chem. Ind. 209, 149, 1930. — * Diese 
Zeitschr. 214, 253, 1929, siehe besonders S. 262, Abb. 2. 
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Saure- oder Alkalilésung unter Annehmen einer gelatineartigen glasigen 
Konsistenz auBerordentlich dick wird und — anders als bei der Wasser- 
quellung, wo gleichzeitig eine Verlangerung stattfindet — sich in sehr 
auffalliger Weise verkiirzt. Trotz zahlreicher Untersuchungen iiber 
diese Erscheinung ist in der Literatur weder eine vollstandige Zu- 
sammenstellung aller charakteristischen Kennzeichen dieser Quellung 
zu finden, noch ein als gelungen zu bezeichnender Versuch?, die Form- 
veranderung aus der Faserstruktur heraus zu interpretieren. 


a) Die osmotische Natur der Saurequellung. 

Was zunachst die Ursache dieser auffalligen Quellung betrifft, so ist 
besonders an Gelatine tiberzeugend nachgewiesen. daB die Saéurequellung 
mit der Bindung der Saéure an das Proteinmaterial und mit einer dadurch 
bedingten Aufladung zusammenhangt. wovon der deutlichste Ausdruck die 
Koinzidenz der Maxima der Saurebindungskurve und der Quellungskurve 
ist*. Die weitere Frage, auf welehe Weise die Aufladung des Proteins zu 
einer Quellungserhéhung fiihrt, hatte zwischen den beiden Méglichkeiten 
zu entscheiden, wonach die Proteinionen einen héheren H ydratationsgrad 
besitzen als das ungeladene Protein (Theorie von Wo. Pauli*) und der 
anderen Méglichkeit, wonach infolge ungleichmaBiger lonenverteilung ein 
héherer osmotischer Druck innerhalb der Proteinmicelle entsteht (Quellungs- 
theorie von Procter-Wilson*). Diese Alternative ist dank der dilatometrischen 
Untersuchungen von H.H. Weber® zugunsten der zweiten Méglichkeit 
eindeutig entschieden worden. 

Wir kénnen uns danach das Zustandekommen der osmotischen 
Quellung folgendermaBen vorstellen: Die Micelle bindet an bestimmten 
Stellen Saéure, oder genauer gesagt H-lonen, wodurch bewirkt wird, 
daB die freien Gegenionen (z. B. Cl’) in der Micelle viel starker an- 
gereichert werden, als der lonenkonzentration in der auBeren Quellungs- 
fliissigkeit entspricht. Es entsteht infolgedessen ein erhéhter innerer 
osmotischer Druck. der dadurch ausgeglichen wird, daB Wasser in die 
Micelle eintritt und die gleiche freie lonenkonzentration herzustellen 
sucht, wie auBen vorhanden ist. Dieser osmotischen Druckwirkung 
wird von seiten der quellenden Struktur ein mehr oder weniger starker 
Widerstand entgegengesetzt. 

DaB die Séure- und Alkaliquellung der Faser den gleichen Gesetz- 
maBigkeiten unterliegt, wie die Gelatinequellung im sauren und alkali- 
schen Milieu, dariiber kann kein Zweifel bestehen®; es bleibt nur zu 

' Abgesehen von einer kiirzlich erschienenen Publikation von RF. H. 
Marriott, der gleichzeitig und unabhangig von uns zu einer ahnlichen Aut- 
fassung iiber das Zustandekommen der Verkiirzung gelangt ist wie wir 
(siehe S. 272). — ? A. Kiintzel, diese Zeitschr. 209, 326, 1929. — * Pauli- 
Valké, Elektrochemie der Kolloide. Wien, J. Springer. 1929. 4 J. Loeb, 
Die Eiwei8k6rper. Berlin, J. Springer, 1924. — ° Diese Zeitschr. 218, 1. 
1929. — ® Siehe z. B. die kiirzlich erschienene Arbeit von B. Jordan 
Lloyd, R. H. Marriott u. W. B. Pleass, The swelling of protein fibres I. (the 
swelling of Kollagen). Trans. Far. Soe. 29, 554. 1933. 
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erklaren iibrig, warum die Quellung der Faser anisodiametrisch verlauft, 
wahrend bei Gelatine die Quellung zu einer in allen Richtungen gleich- 
maBigen Volumenzunahme fiihrt. 


b) Die Formveranderung. 

Die Quellung der Sehnenfaser in Saéure erreicht — ebenso wie dic 
in Wasser einen deutlichen Endzustand, der allerdings zeitlich 
begrenzt ist, weil mehr oder weniger rasch sekundiére Vorginge chemi- 
scher Natur eintreten, die zu einer weiteren Formveranderung der 
Faser und schlieBlich zu einer Zerstérung fiihren. Je starker die chemi- 
schen Agenzien sind, welche diese Art von Quellung herbeifiihren, um 
so schneller wird dieser intermediire Endzustand erreicht; dafiir tritt 
aber auch ein schnellerer Zerfall der Faser auf als bei schwachen 
Agenzien. Doch zeigt es sich, daB der Endzustand immer ein Mehr- 
faches derjenigen Zeit anhalt, die zur Erreichung des Gleichgewichts 
notwendig war, so daB es immer gelingt, diesen Endzustand in reprodu- 
zierbarer Weise zu erfassen. 

Fiir die Messung der Faserverkiirzung ist es wichtig, daB man die Faser 
nicht durch ein Gewicht belastet, um sie zu strecken. Auch eine Lange- 
messung einer auBerhalb des Quellungsmediums frei hangenden Faser ist 
nicht ganz korrekt, weil die Faser in manchen Fallen (besonders bei erhéhte: 
Temperatur, langerer Quellungsdauer und starkerer Saéurekonzentration) 
sehr stark dehnbar geworden ist und bereits durch das eigene Gewicht, erst 
recht aber durch eine Gewichtsbelastung unter Entquellung wieder zuriick 
verlangert werden kann. Infolgedessen besteht die sicherste Art der Messung 
darin, daB man die Faser in Fliissigkeit sechwimmend horizontal ausrichtet 
und an einem herangebrachten Mafstab die Linge abliest. Die Dicke wird, 
wie bei der Wasserquellung, am besten unter dem Mikroskop mit Hilfe 
eines Okularmikrometers bestimmt. 

Uber die Formverainderung der Rattenschwanzsehne bei maximaler 
Formverinderung geben unsere Messungen Auskunft. Die Durch- 
schnittswerte der maximalen Dickenzunahme und Verkiirzung sind: 
Dickenzunahme 550%, Langenabnahme 30%, Volumenzunahme 
4500 %. Diese Werte beziehen sich auf die unverkiirzte Faser im nassen 
Zustande. Die Beschrankung der Verkiirzung auf etwa 30°, der ur- 
spriinglichen Menge ist auf die Anwesenheit des Zellsystems zwischen 
den Primitivfasern zuriickzufiihren. Denn zerstért man dieses Zell- 
svstem durch Fermentbehandlung, so findet eine viel starkere und 
intensivere Quellung und Verkiirzung statt, wobei die Faser sehr 
rasch zerfallt. Ein Quellungsbild von Faserquerschnittscheibchen, wie 
es in Abb. 2 zu sehen ist, bekommt man dann nicht, vielmehr zerfallt 
das Scheibchen in viele stark quellende Einzelkomplexe. 


Fiir die bestimmte, gut meBbare Formveranderung und fiir das 
flache Maximum der Verkiirzungskurve, das den Rattenschwanzsehnen 
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eigentiimlich ist'!, dagegen bei Hautfasern nicht auftritt? (Abb. 17), 
ist also das Zellsystem zwischen den Primitivfasern verantwortlich zu 
machen. 

Wichtig ist die Feststellung, daB die Faser auch in gequollenem 
Zustande unverandert parallelfaserig in bezug auf die Primitivfasern 
ist, wie man aus dem Verlauf der Zellreihen 
zwischen den Primitivfasern erkennen kann. 
Die Faserverkiirzung JaBt sich also nicht 
auf eine Torsion der Primitivfaser zuriick- 
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‘ \ 
fiihren, woran man in Analogie zu ge- a \ 
wissen Fallen der Quellung der Cellulose- 0 \ 
fasern denken kénnte*. Bemerkenswert © \ 
ist in diesem Zusammenhang, daB Heringa4, § : ' 
der die Parallelfaserigkeit der séuregequol. < @ ~~ iil 
lenen Parallelfasern ebenfalls beobachtete | ne ih 
und darin einen Widerspruch zu_ seiner Se 
Auffassung vom spiraligen Bau der Faser sii oe gaat org 
erblickte, die Theorie entwickelte, daB die . eres atiphee kt divin 


urspriinglich spiralig gebaute Faser sich 

wahrend der Quellung detordiert, wodurch also wieder eine teilweise 
Verlangerung auftreten miBte. Wie aber schon auf S. 255 bemerkt, 
ist die Faser auch im wassergequollenen Zustande ebenso parallelfaserig 
wie im sduregequollenen Zustande, und die Verkiirzungserscheinungen 
werden durch Torsionsvorginge nicht beeinfluBt. 

Offensichtlich ist die Verktrzung nicht durch Torsionen von 
mikroskopisch sichtbaren Faserelementen, sondern durch Struktur- 
veranderungen bedingt, die sich im Feinbaugebiet abspielen. Dabei 
ist die eigentliche Fasersubstanz durch die Quellung  wasserhell 
geworden, so daB die Faser in Wasser bzw. in der wasserigen Saure- 
lésung tiberhaupt nicht mehr zu erkennen ware, wenn sie sich nicht 
durch eine leichte Triibung verriete, die durch die eingelagerten Zell- 
reihen, welche die Quellung nicht mitmachen, bedingt ist. 

Bei der Hautfaser ist die Verkiirzung und Verdickung bei der 
Saurequellung im allgemeinen noch starker als bei der Sehnenfaser, 
obwohl durch die verhillenden Fibrillen eine teilweise Hemmung der 
Quellung bewirkt wird. Diese Behinderung ist eine sehr unregelmabBige, 
weswegen sich Hautfasern zum Messen der Quellungsverkiirzung nicht 


1 4. Kiintzel, Kolloid-Zeitschr. 40, 264, 1926. — ? J. A. Jovanovits u. 
A. Alge, Collegium 1932, S. 215; R. H. Marriott, Biochem. J. 26, 46, 1932. 
— 3 K. Hess, C. Trogus, N. Lubitsch u. L. Akins, Kolloidzeitschr. 51, 89, 
1930, und zwar Abb. 4, 8.94. — 4 Heringa u. Lohr, Proc. Roy. Acad. 
Amsterdam 29, L080, 1926. 
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eignen!. Da trotz der Hemmung durch die umhiillenden Fibrillen der 
Grad der Verkiirzung bei den Hautfasern gréBer ist als bei den Sehnen 
fasern, ist auf das Fehlen des inneren Zellnetzes zuriickzufiihren, das 
bei der Sehnenfaser die Verkiirzung reguliert. 

LaBt man eine Achillessehne in Siure quellen, so zeigt es sich, dali 
die Verkiirzung und Verdickung durch die Ringfaserschicht stark 
beeintrachtigt wird. Prapariert man aus der Mitte der Sehne Teil 
stiicke und Einzelfasern heraus, so verkiirzen sich diese um so starke1 
bei der Quellung, je diinner sie sind. 


Grad der Verkiirzung einer Achillessehne von Kalb inn/100 HC! 
nach 24sttindiger Quellung. 


Ganze Sehne ... 4 mm dick 7 mm breit 26 -%, 
Teilstiick ..... 2 4 a “3 30 % 
9 F 1 ; 2 _ x 44° 
°° Se te a 6,35 ..,; a O,5 is as 62,5 °, 


Die Formveranderung ist also bei den Teilstiicken sehr unregel- 
maBig und hangt auBer von der Dicke auch in starkem MaBe von der 
Dauer der Quellungseinwirkung ab. Je linger die Einwirkung, um so 
stirker die Verkiirzung. Man kommt also bei den Teilstiicken det 
Sehne nicht zu dem wohldefinierten Endgleichgewicht wie bei den 
Rattenschwanzsehnen. Dieses Material ist also fiir Messungen der 
Formveranderung noch weniger geeignet als Hautfasern. 


c) Die Reversibilitat der Formveranderung. 

Sehr wichtig ist die Tatsache, daB die Quellungsverkiirzung de: 
Rattenschwanzsehne solange noch nicht sekundare Veranderungen 
eingesetzt haben — reversibel ist. Die Riickgangigmachung der Quellung 
kann durch Neutralisieren, ja sogar lediglich durch Auswaschen de1 
Saéure bzw. des Alkalis herbeigefiihrt werden. Dieser Befund abt 
sogleich erkennen, daB die H’- bzw. OH’-Ionen diese Quellung herbei 
fiihren: werden sie entfernt, so geht die Quellung wieder zuriick. 
Die spater zu besprechende Schrumpfung der Faser durch konzentriert: 
Saure ist im Gegensatz dazu durch Entfernen der Saure nicht riick- 
gangig zu machen und mu daher auch anders erklart werden. 

Auf die Feststellung der Reversibilitat der Formveranderung 
durch die osmotische Quellung legen wir deswegen besonderen Wert, 
weil sie uns zeigt, daB die Umlagerung der Struktur, die zu der Form- 

' Wie stark die Verkiirzungswerte bei Hautfasern streuen, ist aus den 
Tabellen der Dissertation A. Alge: ,,Strukturelle Anderungen kollagene: 
Hautfasern bei der Einwirkung von Elektrolyten usw.*, S. 25, Ziirich 
1932, zu ersehen. 
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veranderung bei der Quellung gefiihrt hat, in geordneter Weise unter 
Aufrechterhaltung der eigentlichen Faserstruktur vor sich gegangen ist. 

Handelt es sich um eine Saéurequellung, so vermag auch eine Zugabe 
von Kochsalz oder anderen Neutralsalzen die Quellung und die Verkiirzung 
zum Riickgang zu veranlassen, wahrend eine Alkaliquellung nicht durch 
Neutralsalze riickgaingig gemacht wird. Da8 die Saéurequellung, die, wie 
schon gesagt, osmotischer Natur ist, durch Neutralsalze zuriickgedringt 
werden kann, entspricht den Forderungen des Donnanschen Membran- 
gleichgewichtes. Allerdings sollte sich rein formal diese Zuriickdrangung 
der Quellung auch im alkalischen Gebiet erméglichen lassen. Die Tatsache, 
daB das nicht gelingt', ist wohl auf sekundare, irreversible Veranderungen 
des Faserproteins zuriickzufiihren, die durch Alkali herbeigefiihrt werden. 
Das Schrifttum ist reich an Belegen fiir die gréBere Empfindlichkeit der 
KiweiBkérper gegen Alkali als gegeniiber Saure ®. 

Bei der Wiederherstellung der urspriinglichen Form spielt das 
Zellsystem eine entscheidende Rolle, denn hat man eine Sehnenfaser 
durch Fermentbehandlung von dem eingelagerten Zellsystem gereinigt, 
so léBt sich die Verkiirzung nicht mehr riickgangig machen. 

Doch auch bei Hautfasern haben Jovanovits und Alge® und unabhangig 
davon R. H. Marriott’ gefunden, daB bei einem mehrfachen, kreisprozeB- 
artigen Durchgang der Faser durch Saurel6sungen von verschiedener 
Quellungswirkung sich die zu jeder Konzentration zugehérige Quellung 
im groBen und ganzen wieder einstellt. Diese Reversibilitat der Quellung 
bei Hautfasern ware aber nicht gefunden worden, wenn die genannten 
Untersucher ihre Fasern unbelastet gelassen hatten. Wahrend im Falle der 
Rattenschwanzsehne das Zellsystem eine Druckwirkung auf die gequollenen 
Primitivfasern ausiibt, wurde in dem Falle der erwahnten Versuche mit 
Hautfasern die alte Lange durch eine Zugwirkung, die von einem angehangten 
Gewicht ausging, herbeigefiihrt. 

Nicht in gleicher Weise ist die Verdickung der Faser eine reversible 
Wirkung der Quellungswirkung. Das geht besonders deutlich aus den Kurven 
von R. H. Marriott? hervor, der nicht nur die Verkiirzung der Faser, sondern 
auch die Dickenaénderung ma®’, um aus beiden Werten die Veranderung 
des Volumens der Faser zu ermitteln. Es zeigt sich, daB der Grad der Ver- 
dickung der Faser nicht immer dem Grad der Verkiirzung entspricht, 
sondern daB es noch eine Verdickungsméglichkeit der Faser, unabhingig 
von der Verkiirzung gibt, die Marriott allgemein als ,,opening-up‘-Wirkung 
(Lockerung und Offnung des Fibrillenbiindels) bezeichnet. Bei der Ver- 
dickung finden also zwei Vorgiéinge nebeneinander statt: die einzelne 
Fibrille wird verdickt und der Fibrillenverband als solcher  gelockert. 
Innerhalb der Faserrichtung, in der es keine Unterbrechungen durch die 
Réiume zwischen den Fibrillen gibt, ist dagegen die Formverainderung ein- 
deutig auf die der Fibrille zuriickzufiihren, und aus diesem Grunde ist die 
Verkiirzung der Faser ein viel zuverlassigerer Indikator fiir die eigentliche 
osmotische Quellung als die Dickenéinderung oder die Volumenzunahme 
der Faser. 


1 A. Kiintzel u. J. Philips, Collegium 1932, S. 267. — ? Z.B. G.v. Schulz 
u. G, Ettisch, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 164, 97, 1933. — * Collegium 1932, 
S. 222. — 4 Biochem. J. 26, 46, 1932. 
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d) Die réntgenographische Analyse der Saurequellung. 

Eine maximal gequollene Faser la8t tiberhaupt keine Interferenzen 
mehr erkennen. Aber auch dann, wenn man die Saurekonzentration 
fiir die Quellung so hoch wahlt, daB nur eine ganz geringe Verkiirzung 
und eine entsprechend geringe Verdickung erfolgt (der Versuch wurde 
mit einer bei 0,3n HCl gequollenen, um 5°, verkiirzten Faser vor- 
genommen), sind ebenfalls keine Interferenzpunkte mehr zu sehen 
auch nicht die Debye-Scherrer-Ringe, die das Diagramm der Gelatine 
zeigt. 

Es ist auch sehr gut verstandlich, daB, wenn bereits die Wasse: 
quellung zu einer Aufweitung des Gitters fiihrt, die sehr viel intensivere 
Saurequellung das Gitter in noch viel starkerem MaBe erweitert, so 
daB eine Interferenzbildung nicht mehr zustande kommt. 


Die von K. H. Meyer! — ibrigens ohne Belegmaterial — gemachte 
Angabe, dai der gittermaBig geordnete Anteil der Sehnensubstanz bei det 
Saurequellung erhalten bleibt, darf daher wohl als ein Irrtum bezeichnet 
und dahin korrigiert werden, daB er zwar erhalten bleibt, wie die Reversibili 
tat der Quellung anzeigt, aber nicht in der urspriinglichen Ordnung. Dieser 
Irrtum ist wohl so zustandegekommen, da Meyer eine unvollkommen 
gequollene, dicke Gelenksehne untersucht hat. Das geht aus den Be 
merkungen hervor, in denen K.H. Meyer die Quellungsverkiirzung de: 
Sehne als belanglos und unbedeutend hinstellt gegeniiber den andersartigen 
Verkiirzungserscheinungen (gemeint ist die Schrumpfung) in Ameisensiure 
und Formamid. So schreibt z. B. dieser Autor, daB diese Quellung ,,nur 
einen Teil des Sehnengewebes beriihrt‘‘ und da® die ,,.Verkiirzung nur um 
einige Prozent‘* stattfindet (vergleiche damit die Werte der Tabelle 
auf 8. 268). 


e) Die bei der Verkiirzung der Faser auftretende Struktur- 
umwandlung. 

Da auch bei der so gut untersuchten Cellulose die Quellung z. B. in 
Kupferoxydammoniak unter ausgesprochener Verkiirzung erfolgt, liegt 
die Annahme nahe, daB bei beiden Faserarten der gleiche Mechanismus 
der Quellungsverkiirzung auftritt. Die bei Cellulose fiir die Verkiirzung 
angegebenen Erklarungen sind jedoch fiir Kollagen nicht brauchbar, denn 
sie beziehen sich entweder auf morphologische Eigentiimlichkeiten de 
Cellulosefaser, welche bei Kollagen nicht vorhanden sind (Verkiirzung aut 
Grund einer spiraligen Anordnung der Cellulosefaserelemente*, Verkiirzung 
auf Grund der Anwesenheit von Héutchen, die um gewisse Faserelemente 
herumgelagert sind*), oder sie stehen mit der Tatsache in Widerspruch, dats 
die Verkiirzung bei Kollagen reversibel ist. Solche Erklarungen sind die 
von J. R. Katz* (die Micellen rutschen ineinander und nehmen dabei einen 
Zustand héherer Stabilitat ein) und die von R. O. Herzog® (die Micelle wird 


1 Diese Zeitschr. 214, 277, 3. Abschnitt, 1929. — 2 K. Hess, C. Troqus. 
N. Lubitsch u. L. Akim, Kolloidzeitschr. 51, 89, 1930. — * K. Hess, 
C. Trogus, L. Akim u. Sakurada, B. 64, 408, 1931. M. Lidtke, Der Papier- 
fabrikant 28, 131, 1930. — ‘4 Micellartheorie und Quellung der Cellulose 
in K. Hess, Chem. d. Cellulose, 8. 728. Leipzig 1928. —- * Kolloidzeitschr 
39, 104, 1926; siehe auch Kaéz, voriges Literaturzitat. 
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lurch die Quellung nahezu verfliissigt und gehorcht der formveraindernden 
Kraft der Obertlachenspannung). 

DaBs auf keine Weise morphologische Eigentiimlichkeiten der Kollagen- 
faser, wie das Hiillgewebe der Hautfaser oder das innere System von Zellen 
zwischen den Primitivfasern fiir die Verkiirzung beim Quellen verant wortlich 
gemacht werden diirfen, geht aus der Tatsache hervor, dali bei der Haut- 
faser das Hiillgewebe offensichtlich eine hemmende Wirkung auf die 
Quellung austibt und daB bei der hiillenfreien Rattenschwanzsehne durch 
eine intensive Fermentvorbehandlung., welche das Zellsystem zwischen 
den Primitivfasern zerstért. die Quellung und damit der Grad der Ver- 
kiirzung gef6rdert wird. Diese morphologischen Besonderheiten der Faser 
sind daher eher Hemmungen fiir das Zustandekommen einer Quellung als 
die Ursache dafiir. 

Fir die Verkiirzungserscheinungen von Fasersubstanzen, die aus 
EiweiB bestehen, ist am bekanntesten eine Erklarung, die von AK. H. 
Meyer! fir die Muskelverkiirzung vorgeschlagen worden ist und wohl 
dem Spiralmodell des Kautschuks* nachgebildet wurde. Sie kann 
auch insofern mit der Quellungsverkiirzung der Kollagenfaser in 
Zusammenhang gebracht werden, als diese der Bedingung geniigt, dal 
die Verkiirzung auf einer Ladungsverainderung der Proteinsubstanz 
beruht und infolgedessen auch reversibel ist. Diese Vorstellung vom Ver- 
kiirzungsmechanismus ist aus der erwahnten Arbeit von K.H. Meyer 
Abb. 9 zu erkennen. Sie ist aber auf unseren Fall nicht anwendbar, 
weil sie gerade das Entgegengesetzte von dem erklaren wiirde, was 
tatsichlich geschieht: Wahrend namlich nach der Theorie von Meyer 
die unaufgeladene Proteinkette verkiirzt und die aufgeladene gestreckt 
sein soll, so ist im Falle der kollagenen Faser die ungeladene gestreckt 
und die geladene verkiirzt! 

Will man fiir die Quellungsverkiirzung des Kollagens eine brauch- 
bare Erklaérung finden, so muB auBer den Tatsachen der Reversibilitat, 
der Verursachung durch Aufladung und der intramicellaren Natur 
dieser Quellung noch folgetider Umstand beriicksichtigt werden: Wir 
miissen annehmen, daB die Hauptvalenzketten auch im maximal ge- 
quollenen Zustande an gewissen Stellen den urspriinglichen Gitter- 
abstand beibehalten haben. Diese Forderung erwachst aus einem 
erst spater zu beschreibenden Versuch (s. S. 280). 


Alle diese Forderungen werden erfiillt, wenn man sich vorstellt, 
daB die Hauptvalenzketten an bestimmten, durch gewisse Abstinde ge- 
trennten Stellen aufgeladen werden (z. B. durch Bindung von H-lonen 
durch freie NH,-Gruppen) und durch den entstchenden osmotischen Druck 
auseinandergedriickt werden, wihrend an den dazwischenliegenden Stellen 
die Hauptvalenzketten in urspriinglicher Nahe verbunden bleiben. Die 


1 Diese Zeitschr. 214, 272, 1929; siehe auch AK. H. Meyer u. H. Mark, 
Hochpolymere 8. 240. 2 Kolloidzeitschr. 380, 183, 1922. 
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Folge dieser Annahme ist eine gleichmapige, sinuslinienartige Kriimmung 
der Hauptvalenzketten, welche die Verkiirzung und gleichzeitig die stark 
Dickenzunahme plausibel erscheinen lapt. 

Diese Kriimmung kann natiirlich nicht fiir alle Hauptvalenzketten 
innerhalb einer Faser gleichmaBig sein, weil fiir die Verbreiterung der 
Hauptvalenzkette in der Mitte der Faser 
weniger Platz zur Verfiigung steht als am 








Al a h Rande der Faser. 

N P P 
Diese Vorstellung ist von dem einen 
rs 4 von uns anlaBlich eines Vortrages Anfang 
vl dieses Jahres ausgesprochen worden!. Es 
spricht fiir die Folgerichtigkeit aller der 
Pye? Uberlegungen, die zu der Annahme dieser 
“S| ae Erklarung fiihrten, daB ganz kurz danach 
von einem englischen Forscher fiir die alkali- 
sche Quellungsverkiirzung der Kollagenfaser 
Abb. 18. grundsatzlich die gleiche Erklarung gegeben 
Verkiirzungsmechanismusdersiure- wurde: Auch R. H. Marriott? nimmt an, 
ee eee da durch einen osmotischen Druck ver- 


anlaBt, der vom Inneren der Micelle her 
seinen Ausgang nimmt, die Hauptvalenzketten der Micelle partiell 
auseinandergedriickt werden, wodurch eine sinuslinienartige Kriimmung 
der einzelnen Polypeptidketten erfolgt. 


f) Findet auch eine intermicellare osmotische Quellung statt? 

Die hier vorgetragene Anschauung von dem Zustandekommen der 
osmotischen Quellung verlegt den Ort der osmotischen Druckwirkung in 
das Innere des Gitters der Micelle. Das Hauptargument fiir diese Anschauung 
ist, daB das Réntgendiagramm der Faser bereits in den ersten Anfangen der 
bsmotischen Quellung iiberhaupt keine Interferenzen mehr zeigt. Man 
kénnte aber auch annehmen, daB die osmotische Druckwirkung nicht 
innerhalb des Gitters, sondern auBerhalb, d. h. in den Intermicellarréumen, 
angreift und daB die Quellung auf einer Ausweitung der Intermicellar- 
raume unter Einknickung der ganzen Micellen beruhe. Gegen die Annahme, 
daB die osmotische Quellung intermicellarer Natur ist, spricht aber der 
rontgenographische Befund: wenn diese Annahme richtig ware, sollte 
naimlich die Micelle in ahnlicher Weise, wie wir das bei der Schrumpfung 
annehmen, noch zu einer Interferenz fahig sein und es miiBte mindestens 
das Diagramm der Gelatine in Erscheinung treten. 

Wir kénnen daher auch nicht die Erklirung der Quellungsverkiirzung 
billigen, die Gerngross, Herrmann und Abitz auf Grund des von ihnen eunt- 
worfenen Fransenmodells der Faser geben. Diese Autoren schreiben an- 
laBlich der Besprechung der anisodiametrischen Séurequellung der Faser: 


! Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 55, 1933. — ? J. Int. Soc. Leather 
Trad. Chem. 17, 178, 1933. 
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Das massenhafte Einlagern des Wassers zwischen die parallel gepackten, 
iber losen Molekiilfaden (IFransen) in dem WKollagenmiceil wird einen Zug 
iuf die starren Kristallite im Sinne einer Verkiirzung der Cresamtfaser bei 
‘leichzeitiger Verdickung hervorrufen.* Abgesehen davon. dab diese 
Erklarung die Verkiirzung auf eine intermicellare Quellung, d. h. auf eine 
Wassereinlagerung zwischen den Fransen aubBerhalb der Micellen und nicht, 
wie wir annehmen miissen, innerhalb der Micellen zuriickfiihrt. ist gegen 
sie einzuwenden, dali man sich bei dieser Erklarung nicht vorstellen kann, 
wie der so auBerordentlich hohe Grad der Verkiirzung bei einem starren 
Verhalten der Kristallite zustandekommt. 

Wenn wir auf Grund der eben wiedergegebenen Uberlegungen die 
intramicellare osmotische Quellung als den wesentlichsten Vorgang bei 
der Saurequellung der Faser ansehen, so schlieBt das aber keincswegs aus, 
daB auBerdem noch in den Micellarzwischenraiumen Quellungsvorgiinge 
stattfinden. Dariiber lassen sich nur Vermutungen déuBern, wie ja tiberhaupt 
das Problem der Gestaltung der Intermicellarriume das schwierigste ist, 
weil iiber sie direkte Auskiinfte nicht zu erhalten sind. 


6. Die Schrumpfung der kollagenen Faser. 

Um das Bild vom Feinbau der Faser vervollstandigen zu kénnen, 
miissen wir uns noch mit einer anderen Erscheinung auseinandersetzen, 
némlich mit der Schrumpfung oder dem Schnurren der Faser!. Hierbei 
handelt es sich darum, da sich eine Kollagenfaser bei Erwarmung 
auf 62 bis 70° mit auBerordentlicher Geschwindigkeit auf ungefahr 
ein Drittel bis ein Viertel ihrer urspriinglichen Lange verkiirzt, also 
mehr als doppelt so stark als unter dem Einflu8 der Saéurequellung. 
Diese Art der Verkiirzung tritt aber auch ein, wenn man eine Faser 
in konzentrierte Lésung gewisser Elektrolyte, und zwar von Sauren 
und von stark l6slichen Salzen bringt: doch auch ein so indifferentes 
Lésungsmittel wie Formamid fiihrt eine derartige Schrumpfung herbei, 
wie K. H. Meyer gezeigt hat. Konzentrierte Alkalilésungen wirken 
dagegen nicht schrumpfend. 

Kine geschrumpfte Faser ist gelatinedéhnlich-glasig und deutlich 
verdickt. Der Verdickungsgrad, der etwa das 2! ,fache der urspriing- 
lichen Dicke der nassen Faser betragt, entspricht dem Grad der Ver- 
kiirzung, das soll heiBen, daB das Volumen der geschrumpften Faser 


gegentiber dem der urspriinglichen (nassen) Faser jedenfalls un- 
mittelbar nach der Schrumpfung — nicht vergr6éBert worden ist. Diese 


Schrumpfung hat demnach mit Quellung zunachst nichts zu tun, 


! Pie wichtigsten Arbeiten tiber Schrumpfung von Wollagen sind: 
A. Ewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 115 u. 135, 1919; BE. Weéhlisch 
u. R. du Mesnil de Rochemont, Zeitschr. ft. Biol. 85, 406, 1926, daselbst 
Angaben itiber altere Literatur: O. Gerngross u. J. R. Katz, Wolloidehem. 
Beih. Ambronn-Festschrift, 368, 1926; E. Wohlisch, diese Zeitschr. 247. 
329, 19382 und E. Wohlisch, Die thermischen Eigenschaften der faserig 
strukturierten Gebilde des tierischen Bewegungsapparates. Erg. d. Physio- 
logie 84, 406, 1932. 
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allerdings zeigt die einmal geschrumpfte Faser in deutlicher Weise ein: 
sekundare Quellung in Wasser, die sowohl zu einer Langen- wie zu 
einer Dickenzunahme fiihrt. 

Die Morphologie der geschrumpften Faser zeigt, dafs die Parallelitat 
der Primitivfasern nicht weniger ausgesprochen ist als die der urspriing 
lichen Faser. (Abb. 19.) Das ist wichtig zu betonen, weil die Faser beim 
Schrumpfen zunachst sehr erhebliche Verdrehungen und Zusammen 





Abb. 19. 
Stiick einer geschrumpften Rattenschwanzsehne, mit Methylenblau gefirbt. Vergr. 150fach. 


rollungen erfaéhrt, welche zu der Auffassung fiihren kénnten, als hatte 
die Faser diese Formenverinderung auf Grund einer spiraligen Auf- 
rollung erfahren. 

Die optische Anisotropie der Faser wird durch den Schrumpfungs- 
vergang nahezu vollstandig zum Verschwinden gebracht. 

Ein weiteres Merkmal der geschrumpften Faser ist, daB die Méglich- 
keit, sie in einzelne Fibrillen zu zerlegen, verloren gegangen ist. Bei 
einem Versuch, wie er auf 8. 247, Abb. 3, beschrieben wurde, gelangt 
man zu einer vollstandigen Zerst6rung der geschrumpften Faser, wobei 
sie durch den Einstich der Nadeln auch in der Langsrichtung zerreiBt. 
Das laBt erkennen, daB die urspriinglich vorhandene innere Festigkeit 
der Fibrillen verloren gegangen ist und offenbar noch geringer geworden 
ist als der Zusammenhalt der Fibrillen untereinander. Ob hierbei im 
Innern der Fibrillen die Micellen selbst zerstért werden oder nur die 
Intermicellarverbindungen, soll spater erértert werden. 

Es sind im besonderen drei Fragen, die im Zusammenhang mit der 
Schrumpfung der kollagenen Faser bisher mehrfach diskutiert worden 
sind; Die erste ist die Frage der Reversibilitat dieser Erscheinung, die 


zweite ist die nach der [dentitdt des geschrumpften Kollagens mit Gelatin 
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und die dritte beschiftigt sich mit der Ahnlichkeit der geschrumpften 
Kollagenfaser mit Kautschuk, eine Ahnlichkeit, welche die Elastizitit 
betrifft und die man auf die gleiche feinbauliche Anordnung beider 
Substanzen zuriickzufiihren sucht. Nach Klarstellung dieser um- 
strittenen Fragen wird es, um ein einigermaBen brauchbares Bild von 
dem Schrumpfungsvorgang zu erhalten, notwendig sein, noch die 
weiteren, im Schrifttum so gut wie gar nicht behandelten Fragen zu 
erértern, namlich folgende: Die Beziehung zwischen Sdurequellungs- 
verkiirzung und Schrumpfungsverkiirzung, ferner die Beziehung zwischen 
Hydratation und Schrumpfung und endlich die Frage tiber den Unter- 
schied zwischen der Verursachung der Schrumpfung durch Tem peratur- 
erhohung einerseits und durch Beeinflussung seitens eines Lésungsmittels 
andererseits. 
a) Die Irreversibilitat der Schrumpfung. 

Der Schrumpfungsvorgang ist irreversibel. Ein durch Erhitzen 
oder durch konzentrierte Saiure verleimte Faser laBt sich ebensowenig 
wieder ungeschrumpft machen, wie ein hitzekoaguliertes Albumin 
wieder in den urspriinglichen Lésungszustand gebracht werden kann. 

Fast alle Autoren, die sich mit dem Vorgang der Schrumpfung 
beschaftigt haben, sind unter Anerkennung dieses offensichtlichen Tat- 
bestandes demnach auch zur Ansicht gekommen, daB der Schrumpfungs- 
vorgang ein irreversibler ist. Eine Ausnahme machen nur A. H. Meyer! 
und EL. Woéhlisch?. 

Was die Angaben von Meyer betrifft, daB eine geschrumpfte Sehne 
durch vorsichtiges, lange fortgesetztes Dehnen in ihren urspriinglichen 
unelastischen und ein Faserdiagramm gebenden Zustand zuriickgefitihrt 
werden kann, so ist anzunehmen, da die Sehne, mit der Weyer seine Ver- 
suche anstellte, nur auBerlich geschrumpft war, wihrend das innere Selhnen- 
material die Hitzekontraktion noch nicht erfahren hatte. Denn schon bei 
einer derartigen unvollkommenen Schrumpfung findet eine Verkiirzung 
statt, dadurch namlich, daB die inneren, noch nicht geschrumpften Sehnen- 
bestandteile durch die sich mit groBer Gewalt verkiirzenden Randbezirke 
mitgerissen und gewaltsam unter Knickung gestaucht werden. Abb. 20 
zeigt diesen Zustand sehr deutlich im Falle einer unvollkommen  ge- 
schrumpften Rattenschwanzsehne; die schwach gefairbten WKerne in der 
Mitte der Faser (links) zeigen den geknickten Verlauf des ungeschrumpften 
Mittelteiles der Faser an, wahrend in den AuBenbezirken die Faser vollig 
geschrumpft ist und wieder gestreckt liegt. Wenn man eine solche Faser 
mechanisch dehnt, wobei die geschrumpften Randbezirke zerreiBben, bleibt 
sie natiirlich gestreckt. In gleicher Weise unvollkommen mu auch die 
3 


Schrumpfung gewesen sein, von der O. Gerngross® und Mitarbeiter angeben, 


daB sie zu keiner Verminderung der ReiBfestigkeit der Faser fiihre. Tat- 


1 Diese Zeitschr. 214, 276ff., 1929. —- 2 EF. Wohlisch u. R. du Mesnil 
de Rochemont, Zeitschr. f. Biol. 85, 406, 1927. 3 Diese Zeitschr. 22S 


425, 4. Zeile, 1930. 
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sachlich ist die Reibfestigkeit einer Faser durch Schrumpfung derartig 
vermindert, da8 man sie kaum bis zur urspriinglichen Lange ausdehnen 
kann. ohne Gefahr zu laufen. die Faser dabei zu zerstéren. 

Wenn man eine derartige unvollkommen geschrumpfte Faser in Auf 
lichtbeleuchtung untersucht, dann erscheinen die vollkommen geschrumpften 





Abb. 20. 
Zum Teil geschrumpfte Faser, mit Methylenblau gefirbt. Der innere, ungeschrumpfte 
Faseranteil ist stark geknickt und gewellt. Vergr. 140fach. 


Anteile der Faser glasig durchsichtig, die ungeschrumpften opak und un- 
durehsichtig. Es tritt auBerdem bisweilen das Phanomen in Erscheinung,. 
da® sich im inneren Teil der Faser kurze Strecken geschrumpfter Faser- 
substanz mit solehen ungeschrumpfter Fasersubstanz abwechseln. Auf 





Abb. 21. 


Zum Teil geschrumpfte Faser (stiirker als die von Abb. 20), ungefiirbt, in Auflichtbeleuchtung 
gesehen. Scheinbare Querstreifung. Vergr. 22fach. 


diese Weise entsteht ein Bild, das schon Th. W. Engelmann! beobachtete 
und in Verbindung mit gestreifter Muskulatur gebracht hat. woran man 
in der Tat fliichtig erinnert wird (Abb. 21). 


1 Pfliigers Arch. 7, 155, 1873. 
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Eine ahnliche unvollkommene Verkiirzung, wobei auch der Mittelteil 
zickzackartig eingeknickt ist. im ubrigen aber unverandert bleibt, kann 
man bei der Quellung durch Saure herbeifihren, wenn man eine lufttrockene 
Faser zum Quellen in Saure hineinbringt. 

Auf einem ganz anderen Wege kommen EL. Wohlisch und R. du 
Mesnil de Rochemont zu der Behauptung, daB die Schrumpfung ein 
grundsatzlich reversibler Vorgang sei. Diese Behauptung ist aber in 
Wirklichkeit mehr eine theoretische Folgerung, die sich daraus ergibt, 
daB alle sonstigen Merkmale dieser Reaktion (Erhéhung der Schrump- 
fungstemperatur durch Druck, der endotherme Verlauf der Um- 
wandlungsreaktion und die Existenz eines bestimmten Temperatur- 
umwandlungspunktes) dafiir sprechen, da ein Vorgang nach Art 
einer Schmelze stattfindet, wobei eine gegenseitige Umwandlung 
allotroper Modifikationen auftritt, ein Vorgang also, der sonst prinzipiell 
reversibel zu sein pflegt. 

Diese scheinbar widersprechenden Tatsachen, daB erstens ge- 
schrumpftes Kollagen nicht wieder in natives Kollagen tibergefiihrt 
werden kann und da zweitens die Schrumpfungsreaktion die Merkmale 
einer reversiblen Reaktion zeigt, lassen sich leicht miteinander in Kin- 
klang bringen wenn man annimmt, da bei der Schrumpfung zwei 
Vorgainge stattfinden, die praktisch nicht voneinander zu_trennen 
sind: Der erste Vorgang, der zur Verkiirzung fiihrt, ist reversibel, wie 
es nach den Versuchen von Wdéhlisch zu fordern ist, wihrend der zweite 
Vorgang, der sekundar einsetzt, nachdem der erste stattgefunden hat, 
zu einer irreversiblen Zustandsanderung fiihrt. Diese Annahme, die 
schon in einer alteren Arbeit von J. Bernstein! vorgeschlagen worden 
ist, enthalt in der Tat vieles, was den Erscheinungen gerecht wird. 

Es besteht namlich die Méglichkeit, die Hitzeschrumpfung auch 
praktisch reversibel verlaufen zu lassen: das ist dann der Fall, wenn die 
Faser vorher mit Formaldehyd gegerbt war. (Die héheren Homologen 
des Aldehyds fiihren diese Wirkung nicht herbei, ebensowenig der ein- 
fache Dialdehyd Glyoxal.) Die formaldehydbehandelte Faser schrumpft 
zwar erst bei héheren Temperaturen und dann auch nicht ganz in 
gleichem Mage wie die unbehandelte Faser, sie zeigt aber beim Ab- 
kiihlen spontan eine sofortige Verlangerung, welche zunachst etwa die 
Halfte der urspriinglich erlittenen Verkiirzung wieder einho!lt, wahrend 
der weitere Streckungsvorgang sehr langsam vor sich geht. Immer 
aber fiihrt er iiber kurz oder lang zu einer vollstandigen Wiederherstellung 
der alten Fasergestalt. Man nennt diese fiir Kollagen so iiberaus charak 
teristische Reaktion nach ihrem Entdecker? Ewald-Reaktion. Mit 
ihrer Hilfe kann man auch erkennen, ob ein Leder mit Formaldehyd 


1 Pfliigers Arch. 162, 1, 1915. — ? A. Ewald, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 105, 135, 1919. 
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gegerbt ist oder nicht!. Die formaldehydgegerbte Faser ist ein voll- 
kommenes Modell des sich verkiirzenden Muskels, sowohl dem Grade 


der Verkiirzung nach denn auch der Muskel verkiirzt sich im 
Maximum bis zu 70°, der urspriinglichen Lange? als auch nach der 


Art des Funktionierens: bei Energiezufuhr Verkiirzung, bei Aufhéren 
der Energiezufuhr spontane Wiederverlangerung. Diese reversible 
Schrumpfung der formaldehydbehandelten Faser findet auch dann 
statt, wenn man sie in konzentrierte Salzsiure oder KCNS-Lésung 
bringt. 

Es ist ubrigens auch in diesem Falle der freiwilligen Wiederverlangerung 
der Faser zu fragen, ob sie nicht durch das in der Faser eingelagerte 
Zellensystem herbeigefiihrt wird, wie es im Falle der Séurequellungs- 
verkiirzung der Fall ist. Aber hier bei der Schrumpfung der formaldehyd- 
gegerbten Faser ist die Ursache der Reversibilitaét bestimmt in dem Ver- 
kiirzungsmechanismus selbst zu suchen, was daraus hervorgeht, daB eine 
trypsinverdaute Faser, in der das Zellensystem zerstért ist, die gleiche 
treiwillige Wiederverlangerung zeigt, natiirlich nur dann, wenn man. sie 
mit Formaldehyd behandelt hat. 

Nehmen wir zur Erklarung dieser Erscheinung als Arbeitshypothese 
an, das die Hauptvalenzketten in der Kollagenmicelle der formaldehyd- 
behandelten Faser durch CH,-Briicken vernaht und dadurch in ihrer 
parallelen Anordnung fixiert sind, so gewinnt man folgendes Bild von 
dem Schrumpfungsvorgang der urspriinglichen und der formaldehyd- 
behandelten Faser: beide erfahren durch Warmebehandlung oder durch 
Kinwirkung der genannten konzentrierten Lésungen eine Verkiirzung, 
wobei man annehmen mub, daB die Hauptvalenzketten in geordneter 
Parallellagerung verbleiben, weil sich sonst die Faser nicht wieder 
freiwillig strecken kénnte. Wahrend nun die Parallellagerung der 
vernihten Hauptvalenzketten auch im verkiirzten Zustande beibehalten 
wird, so wird sie, wenn die Ketten nicht vernaiht sind, aufgehoben. 
Die Folge ist eine irreversible Zustandsinderung, indem nunmehr die 
urspringliche Ordnung verloren geht und die Faser nach allen Seiten 
unter Auseinanderfallen der Micellen zu quellen imstande ist. Diese 
Uberlegung ist fiir unser Suchen nach einer brauchbaren Vorstellung 
von der Feinstruktur der Faser sehr wichtig, denn sie belehrt uns, dab 
die Faser so beschaffen sein muB, daB eine Verkiirzung bei prinzipieller 
Aufrechterhaltung der micellaren und fibrillaren Ordnung méglich ist. 


b) Die Beziehung zwischen Quellungsverkiirzung und 
Schrumpfungsverkiirzung. 


Die beiden Arten der Faserverkiirzung durch Saéurequellung und 
durch Schrumpfung sind voneinander unabhangig, denn eine durch 


A. Kiintzel, Collegium 1932, 344. — ? Landois, Lehrb. d. Physiol. 
von R. Rosemann, 19. Aufl, 8, 458, 1929, daselbst weitere Literatur. 
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Saure- und Alkaliquellung verkiirzte Faser erfahrt bei Temperatur- 
steigerung eine weitere, der Schrumpfung entsprechende Verkirzung. 
Eine von vornherein geschrumpfte Faser zeigt bei Saurequellung 
dagegen keine weitere Verkiirzung, wie leicht zu verstehen ist, sondern 
quillt wie ein Gelatinefaden, d. h. ohne daB eine besondere Richtung 
bevorzugt erscheint. 

Ein wichtiger Unterschied zwischen sauregequollener und un- 
gequollener Faser beim Schrumpfen ist der, daB bei der saurege- 
quollenen Faser, die zur Herbeifiihrung der Schrumpfung erforderliche 
Temperaturerh6hung viel geringer ist als bei einer ungequollenen 
Faser, wie schon 7h. W. Engelmann! gefunden hatte. Die naheliegende 
Annahme, da die Herabsetzung der Schrumpfungstemperatur etwas 
mit der Quellung zu tun habe, ist jedoch nicht richtig. Vielmehr 
besteht nur eine Beziehung zwischen der Saurekonzentration und der 
Herabsetzung der Schrumpfungstemperatur: je héher die Saurekonzen- 
tration, desto niedriger liegt der Schrumpfungspunkt. DaB zwischen 
Quellung und Schrumpfungstemperatur keine Beziehung besteht, geht 
aus dem Vergleich der Quellungsverkiirzungskurve bei verschiedenen 
Saurekonzentrationen mit der Kurve der Schrumpfungstemperaturen 
hei den gleichen Saurekonzentrationen hervor. (Abb. 22.) Man sieht, 
daB bei n HCl, wo eine Quellung nicht auftritt, die Schrumpfung schon 
bei 30° einsetzt, wahrend die in n/l000 HCl maximal verkiirzte Faser 
erst bei 45° zu schrumpfen anfangt. 
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Abhingigkeit der Quellungsverkiirzung und der Herabsetzung der Schrumpfungstemperatur 
von der Siiurebehandlung der Faser. 


Wie ist aber die Beziehung zwischen Quellungsverkiirzung und 
Schrumpfung bei einer formolbehandelten Faser ? Um diese Frage zu 
beantworten, wurde eine maximal gequollene Faser mit Formaldehyd 
behandelt (die umgekehrte Reihenfolge der MaBnahmen ist nicht 
méglich, weil eine Formaldehydbehandlung die Faser fixiert, d. h. nicht 
mehr quellbar macht) und in kochendem Wasser geschrumpft; beim 
Hineinbringen in kaltes Wasser nimmt sie dann — allerdings sehr 


1 Pfliigers Arch. 8, 95, 1874. 
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langsam — die Form an, die sie vor der Schrumpfung hatte, d. h. ihren 
sduregequollenen Zustand: dasselbe ist der Fall, wenn man eine alkali- 
gequollene Faser verwendet. Dieser Versuch ist deswegen besonders 
wichtig, weil aus ihm hervorgeht, daB auch in gequollenem Zustand: 
die Hauptvalenzketten innerhalb der Micellen vernahungsfihig sein 
miissen, woraus man zu schlieBen hat, daB sie mindestens an einigen 
Stellen ihren urspriinglichen Gitterabstand beibehalten haben. Daraus 
ergibt sich notwendigerweise das friiher entworfene Bild der Verkiirzung 
bei der Saurequellung. 


c) DieGleichheit der Schrumpfung, verursacht durch Erwarmung 
und durch Elektrolytlésungen. 

Zum Versténdnis des Schrumpfungsvorganges muB man sich 
dariiber klar werden, ob die Schrumpfung, herbeigefiihrt durch Er- 
hitzung, und die durch Einbringen in hochkonzentrierte Elektrolyt- 
lésungen den gleichen Vorgang darstellen. Wir sind der Meinung, 
daB das der Fall ist, und zwar aus folgenden Griinden: 

1. Zwischen der Schrumpfung z. B. durch konzentrierte Salzséure und 
durch Erwaérmung besteht, wie schon gezeigt wurde, das Verhaltnis der 
gegenseitigen Ersetzbarkeit. Dasselbe zeigt sich auch bei der Verkiirzung 
in KCNS-Lésungen: Die Grenzkonzentration, bei der eine KCN S-Lésung 
schrumpfend wirkt, kann durch Temperaturerhéhung herabgesetzt werden, 
wie folgende Tabelle zeigt : 


Schrumpfung nachzweistiindiger Einwirkung der KCNS-Lésung. 





189 C 189 C 409 C 40°C 
Lingenabnahme Dickenzunahme | Lingenabnahme  Dickenzunahme 


0,5 mol. KONS. . 0% 10% || 47% 200 ®,, 
1,0 ie aod 0% 10%, ‘Ii : 
9'0 : ain is 64°; 200 °° | starke Schrumpfung 


Da KCNS keine Quellungsverkiirzung herbeifiihrt, so ist die Méglich- 
keit ausgeschlossen, daB das additive Zusammenwirken von Elektrolyt- 
konzentration und Temperaturerh6Ghung bei der Herbeifiihrung der 
Schrumpfung durch eine starke Quellung vermittelt wird. Dab eine derartige 
Moglichkeit auch bei Elektrolytlésungen, die gleichzeitig quellend wirken. 
nicht in Betracht kommt, wurde schon erwahnt (Abb. 22). 

2. Die Schrumpfung ist in beiden Fallen mit einem Austritt von Wasse) 
aus den Micellen verbunden. Fiir die Hitzeschrumpfung haben dies zuerst 
E. Wéhlisch und R. Mesnil de Rochemond (1. c. S. 428) gezeigt. Sie fanden 
bei Dilatometerversuchen mit Rindersehnenstiicken eine durch Schrumpfung 
herbeigefiihrte Volumendilatation im Durchschnitt von 4,6. 10-% cem pro 
| g offenbar nasser Rindersehnensubstanz, wahrend wir bei Hautkollagen, aus- 
gehend von |g Trockenkollagen (enthaltend etwa 20°, H,O), 7,8. 10-3 cem 
Volumendilatation durch Schrumpfung fanden. Nimmt man an, da8 das 
Rindersehnenkollagen 60°, Wasser enthalten hat, so stimmen die ge- 
fundenen Werte, auf wasserfreies Kollagen umgerechnet, befriedigend 
iiberein. 
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Volumendilatation von |g Kollagen beim Erhitzen auf 70° C: 
Rindersehnenkollagen. . . . 9.75. 10°% cem 
Hautkollagen ......«. 8 ie? | 


Zur Feststellung, ob auch beim Schrumpfen in konzentrierter Salzsaure 
eine Wasserabgabe auftritt, konnte die Dilatometermethode, die ibrigens 
auch sonst recht ungenau ist, nicht verwendet werden. Dagegen kommt 
man zu guten Resultaten, wenn man von den auf verschiedene Weise ge- 
schrumpften Kollagenstiicken pyknometrische Messungen ausfiihrt. Stucke 
von Spaltkollagen, gewonnen aus der Haut eines frisch geschlachteten 
Aindes, wurden erst in urspriinglichem Zustande in einem mit Wasser 
gefiillten Pyknometer gewogen und dann zum Schrumpfen 5 Minuten lang 
in konzentrierter Salzséure bzw. in Wasser von 70°C gebracht und (nach 
griindlichem Auswaschen nach der H(1]-Behandlung) wieder im Pykno- 
meter gewogen. Danach wurden alle Stiicke fiir sich kjeldahlisiert und die 
gemessenen Dilatationen auf N bezogen. 

Verringerung des spezifischen Gewichtes von lg Kollagen (frisch) durch 
Wasserabgabe, pyknometrisch gemessen : 

5 Minuten Erhitzen auf 70°C ....... . 0,0243¢ 

5 ‘a Behandeln mit konz. HC] . . . . 0,128 g 
Die Stiicke sind in beiden Fallen durch die Schrumpfung leichter geworden, 
und zwar ist im Falle der HCl-Schrumpfung die Wasserabgabe offen- 
sichtlich noch starker als bei der Hitzeschrumpfung. Das hingt damit 
zusammen, daB die Stiicke wegen der Behinderung durch die Verflechtung 
der Fasern im Gewebe bei Erwairmung auf 70° C immer nur unvollkommen 
schrumpfen, wahrend eine Behandlung mit HCl die Hautsubstanz starker 
zerstért als eine gleichlange Behandlung in 70°igem Wasser und dadurch 
vollkommen verkiirzungsfaihig macht. 

Diese Ergebnisse zeigen ganz eindeutig, daB der Schrumpfungs- 
proze8 unabhangig von der Art seiner Herbeifiihrung mit einer Wasser- 
abgabe verbunden ist. War diirfen daher annehmen, dap es sich in allen 
Fallen, wo Schrumpfung auftritt, um den gleichen Vorgang handelt. 

Zu erwahnen ist in diesem Zusammenhang, daB auch bei der 
Muskelkontraktion eine Wasserabgabe stattfindet!. 


d) Die Ursache der Verkiirzung bei der Schrumpfung. 

Wegen der prinzipiellen Gleichartigkeit der Schrumpfung durch 
Warme und durch hochkonzentrierte Elektrolytlésungen ist zu fordern, 
daB eine Erklirung der Schrumpfung auch beiden Verursachungsarten 
gerecht wird. 

Dieser Forderung wird nun nicht entsprochen durch eine von K. H. 
Meyer, G.v. Susich und E. Valké* angegebene Theorie, die von der schon 
éfter bemerkten® Analogie ausgeht, welche zwischen der Kollagenschrump- 


1M. Rubner. Abhandl. d. preuB. Akad. d. Wissensch. 1919, Phys.- 
Mathem. Kl., Nr. 1. — 2? Kolloidzeitschr. 59, 208, 1915. — ® Bernstein, 
Pfliigers Arch. 162. 1. 1915. 
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fung und dem Verkiirzungsvorgang von gestrecktem Kautschuk bein 
Erwarmen besteht. 

Die Theorie von Meyer, Susich und Valké besagt, daB bei langen 
Ketten sich die innermolekularen Schwingungen in schlaingelnden Be 
wegungen der Ketten ausdriicken und das die Schlangelung mit steigende) 
Temperatur immer gr6Ber wird, wodurch dann schlieBlich eine Verkiirzuny 
der Kette zustande kommt. Abgesehen davon, dai diese Theorie nicht zu 
erklaren vermag, warum die Schrumpfung pl6étzlich bei eimer ganz be 
stimmten Temperatur in Erscheinung tritt und nicht wie bei Kautschuk mit 
steigender Erwaérmung allmahlich stattfindet, so versagt sie vollkommen 
gegenuber dem Phanomen der Schrumpfung in Elektrolytlésungen. Man 
kann sich z. B. nicht vorstellen, daB die Faser beim Einbringen in CaCl, 
Losungen oder in Formamid einen Warmeinhalt erhalt, der zu so lebhaften 
Schlingelbewegungen in den Ketten fiihrt, daB eine Verkiirzung von einem 
Drittel bis zu einem Viertel der urspriinglichen Lange resultiert. Diese Theori: 
ist auch durch die Annahme nicht zu retten, daB beim Einbringen de 
nassen Faser in eine derartige Lésung eine so hohe lokale LoOsungswarme 
in der Faser entsteht, da®B sie zur Herbeifiihrung der Schrumpfung aus 
reichen kénnte. Denn bei KCNS-Lésungen, wo der Schrumpfungsvorgang 
besonders deutlich in Erscheinung tritt, wird durch Verdiinnen nicht Warme 
frei, sondern es wird vielmehr Warme verbraucht, d.h. die lokale Kon 
zentrationsverminderung beim Hereinbringen einer feuchten Faser in 
konz. KCNS-L6sung ist mit Abktihlung verbunden. 

Wir méchten daher an Stelle der Theorie von Meyer, Susich und Valko 
eine andere Erklarung vorschlagen, fiir die wir als Voraussetzung an- 
nehmen, daB die Hauptvalenzketten innerhalb des Gitters des kristallinen 
Anteiles nicht in einfacher Weise durch Nebenvalenzen zusammengehalten 
werden, wofiir auch der Gitterabstand von 11,5 A zu groB ist (der von 
Cellulose betraigt 8,35 bzw. 7,9 A, der von Seide 9,7 bzw. 8.8 A), sondern, 
daB die Gitterabstande iiberbriickt sind, wobei ein in bestimmter Weise 
eingelagertes Wasser eine ausschlaggebende Rolle spielt. Dieses geordnet 
eingelagerte Strukturwasser wird beim gewéhnlichen Trocknen nicht 
entfernt, sondern erst bei intensiverer Wasserentziehung, vergleichbar 
dem schwer abgebbaren Wasser bei gewissen Kristallen. Wir nehmen 
nun an, daf8 die Hauptvalenzketten und damit die Micellen sich nur 
dann in einem gestreckten Zustande befinden und halten kénnen, 
wenn dieses Strukturwasser in der urspriinglichen Weise eingelagert 
ist. Wird dagegen das Strukturwasser auf irgendeine Weise aus dem 
Gitterverband gelést, dann knicken die Ketten zusammen und ent- 
fernen sich voneinander. Bewirkt man jedoch durch eine Vernahung 
der Ketten, daB die Ketten nach der Zusammenkriimmung in Ordnung 
bleiben, so gelingt es, das Wasser wieder in das Gitter hineinzubringen, 
falls der wasserentziehende EinfluB zum Verschwinden gebracht wird. 
Die Folge ist, daB das Gitter sich wieder in die alte Form streckt. 

Die Wasserentfernung ist auf zwei Weisen modglich: 1. durch 
Uberfiihren des EiweiBkérpers in eine wasserérmere Modifikation durch 
Erhitzen: 2. durch Anwendung von Wasserentziehungsmitteln. Dab 
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durch Erhitzen der EiweiBkérper, der dem Kollagen und der Gelatine 
zugrunde liegt, in eine wasserérmere Modifikation umgewandelt wird, 
ist aus mannigfaltigen Erfahrungen, die an Gelatine gewonnen sind, 
cinwandfrei erhartet. So faBt man bei Gelatine das Schmelzen bei 
‘Temperaturerhéhung als ein Analogon auf zu dem Schmelzen ,vines 
anorganischen Salzes in seinem Kristallwasser!. Die wasserarme und 
die wasserreiche Modifikation der Gelatine sind, wie schon lange bekannt 
ist, durch ein verschiedenes Drehungsvermégen (Mutarotation) aus- 
gezeichnet?, und wie neuerdings C. R. Katz gezeigt hat, auch durch ver- 
schiedene Réntgendiagramme*®. Der Unterschied zwischen Kollagen 
und Gelatine hinsichtlich der Temperaturumwandlung ist nur der, daB 
die Umwandlungstemperaturen verschieden sind. Wahrend Gelatine 
bei etwa 30° C schmilzt, d. h. seine Umwandlung in eine wasser- 
armere Modifikation erfahrt, so liegt der Temperaturpunkt der Schrump- 
fung des Kollagens im allgemeinen héher. Es wurde aber schon erwahnt, 
daB er bis etwa in die Gegend des Schmelzpunktes einer guten Gelatine 
herabgesetzt werden kann. Im iibrigen ist der Schrumpfungspunkt 
schr stark von dem Wassergehalt abhangig. Liegt er normalerweise 
zwischen 60 und 70°C, so kann er durch Trocknen auf 120° herauf- 
gesetzt werden. Doch scheint eine Mindestmenge von Wasser fiir das 
Zustandekommen der Schrumpfung erforderlich zu sein, in ahnlicher 
Weise, wie das fiir die Hitzedenaturierung des Eialbumins der Fall ist‘. 

Er wird ferner durch die Gerbung sehr wesentlich heraufgesetzt, und 
der Grad der Heraufsetzung dient bei gewissen Gerbverfahren als Mafi der 
Durchgerbung. 

Von der Formaldehydgerbung wurde dies schon erwahnt. Ein wesent- 
licher Unterschied zwischen einer Gerbung durch Formaldehyd und der 
durch alle anderen Gerbstoffe mineralischer und vegetabilischer Art ist 
jedoch der, daB die Schrumpfungstemperatur durch Formaldehyd nicht 
nur heraufgesetzt wird, sondern da die Schrumpfung selbst reversibel ge- 
worden ist, was bei einer Gerbung mit den tiblichen technischen Gerb- 
stoffen pflanzlicher und mineralischer Art nicht der Fall ist. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob Kollagen auSer dem natiirlichen 
Schrumpfungspunkt von etwa 70°, der aber leicht herab- bzw. herauf- 
gesetzt werden kann, noch einen zweiten natiirlichen Temperatur- 
umwandlungspunkt besitzt, welcher dem der Gelatine entspricht und 
schon bei 30 bis 40°C liegt, oder ob der Schrumpfungspunkt des 
Kollagens dem Schmelzpunkt der Gelatine entspricht. Wir sind der 

1 J. Eggert u. J. Reitstétter, Zeitschr. tf. phys. Chem. 123, 363, 1926. 

-2 CG. R. Smith, J. Amer. Chem. Soc. 41, 135, 1919. 3 Rec. Trav. chim. 
41, 513, 835, 1932. 4 Naheres siehe bei Pauli u. Valko, Kolloidchem. d. 
EiweiBkérper, Dresden 1933; 8. Kapitel: Die Denaturierung der Eiweib- 
kérper. Die daselbst mitgeteilten Tatsachen zeigen, da’ die Schrumpfung 
des Kollagens mit der Hitzedenaturierung der léslichen EiweiBkoérper in 
den wesentlichsten Merkmalen iibereinstimmt. 
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Meinung, daB letzteres der Fall ist, denn ein zweiter Temperatu: 
umwandlungspunkt des Kollagens ist in dem angegebenen Temperatur- 
gebiet durch direkte Messungen nicht zu realisieren gewesen, wede: 
durch dilatometrische Messungen, noch durch Bestimmung von Langen- 
und Dickenanderungen der Faser in diesem Temperaturgebiet. 

A. W. Thomas und M. W. Kelly' haben allerdings zur Erklarung, dat; 
Hautsubstanz bei 40° angeblich eine andere Gerbstoffaufnahme in Ah 
hangigkeit vom py-Wert aufweist als bei 20°, angenommen, daB Kollagen 
bei 40° der Solform der Gelatine entsprache und infolgedessen einen anderen 
isoelektrischen Punkt (py = 7,7) habe als bei 20° (pq = 4,7). Sie beziehen sich 
dabei aut eine von J. A. Wilson und E. J. Kern? stammende Annahme, dati 
die Solform der Gelatine bei pq = 7,7 isoelektrisch sei, eine Annahme, dic 
aber inzwischen mehrfach als irrttimlich aufgezeigt worden ist*, denn de: 
isoelektrische Punkt der Gelatine liegt auch bei 40° unverandert bei py = 4,7 
Wir haben demnach keinerlei Veranlassung, mit Thomas und Kelly an 
zunehmen, da’ Kollagen durch Erhéhung der Temperatur auf 40° ein 
Umwandlung unter Verlagerung des isoelektrischen Punktes erfahrt. 

Wir finden demnach kein Gegenargument gegen die Annahme, 
daB der Schrumpfungspunkt des Kollagens und der Schmelzpunkt de: 
Gelatine Ausdriicke desselben Geschehens sind, mit dem Unterschied 
jedoch, daB das beim Schrumpfungsvorgang irreversibel in Freiheit 
gesetzte Wasser in einer anderen Weise im Kollagengitter eingebaut 
war als das Wasser, welches beim Schmelzen der Gelatine frei wird 
und beim Abkiihlen und Erstarren in reversibler Weise wieder gebunden 
werden kann. 

Was die Wasserentziehungsmittel betrifft, welche die Schrumpfung 
ebenfalls herbeifiihren oder — genauer gesagt — welche den Schrump- 
fungspunkt so weit herabsetzen, daB er in den normalen Temperatur- 
bereich fallt, so ist ihre Wirksamkeit natiirlich nicht mit dem Hinweis 
auf ihr Wasserentziehungsvermégen vollstandig erklart. Denn dic 
bekannten organischen Entwasserungsmittel Alkohol und Aceton 
fiihren ja keine Schrumpfung herbei, ferner auch nicht konz. Alkali- 
lésung. Soviel erscheint sicher, daB auBer der Wasserentziehung noch 
ein spezifischer chemischer Vorgang die Voraussetzung fiir die Schrump- 
fung bildet, der durch /. R. Katz und Mitarbeiter bereits auf die An- 
wesenheit bestimmter Gruppen zuriickgefiihrt werden konnte*. So 
ist vor allem die C=S-Gruppe wirksam, deren Vorhandensein in den 
Rhodaniden und im Thioharnstoff bewirkt, daB diese Substanzen 
einen besonders starken hydrotropen Effekt zeigen. Welcher Art diese 
chemische Einwirkung ist, kann nicht gesagt werden. Nur, daB sic 
eine Lockerung und Entfernung des Strukturwassers zur Folge hat. 
scheint sichergestellt. 


' J. Amer. Chem. Soc. 47, 833, 1925. —- * Ebenda 44, 2633, 1922. 
8 D. Hitchcock, J. gen. Physiol. 6, 457, 1924; 14, 685, 1931; S. BE. Sheppard 
u. S. S. Swead, .J. Amer. chem. Soc. 44, 2797, 1922. — * Collegium 1933, 


S. 85: diese Zeitschr. 259, 191, 1933. 
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Diese Anschauung unterscheidet sich allerdings sehr erheblich von 
der sonst tblichen, auch von Katz vertretenen, wonach die Rolle der hydre- 
tropen Substanzen nicht in einer Entziehung von Wasser, sondern um- 
vekehrt in einem Heranbringen von Wasser an die durch den hydrotropen 
KinfluB zu verindernde Substanz besteht. Die hydrotropen Substanzen - 
so stellt man sich das vor — werden in stark hydratisiertem Zustande 
adsorbiert und vermitteln dadurch eine Quellung. Durch die erhéhte 
Quellung wird wiederum die Schrumpftung herabgesetzt. 

Wie wir aber gezeigt haben, ist es nicht mit den Tatsachen in Einklang 
zu bringen, eine Quellung als Vorbedingung der erleichterten Schrumpfung 
anzunehmen. Man muB8 hierbei jedoch zwischen Quellung und Hydrati- 
sierung unterscheiden. Hydratisierung (d. h. Quellung in reinem Wasser) 
ist allerdings Voraussetzung fiir einen ungestérten Verlauf der Schrumpfung, 
denn getrocknete Fasern schrumpfen bei héheren Temperaturen als nasse ; 
versteht man aber unter Quellung in diesem Falle den besonderen volumen- 
vergr6Bernden EinfluB von Saéuren, hydrotropen Substanzen usw., so ist 
wohl auf S. 279 deutlich genug gemacht worden, daB der eigentliche 
Quellungseffekt nichts mit der Herabsetzung der Schrumpfungstemperatur 
zu tun hat. 


e) Die Formveranderung der Micelle beim Schrumpfen. 

Die anfangs erwaihnte Beziehung der kollagenen Faser zu Kautschuk 
ist eimmal durch die Theorie von Meyer, Susich und Valké gegeben, ein 
andermal aber auch durch die neuerdings mehrfach erérterte Theorie der 
Micellarverkniipfung durch ausgefranste Hauptvalenzketten, welche (auBer 
fir Kollagen und Gelatine) ebenfalls fiir Kautschuk in Vorschlag gebracht 
worden ist?. 

Es ist jedoch schwierig, das Fransenmodell der Faser mit deren 
beiden Verkiirzungserscheinungen und mit der Verlangerung beim Quellen 
in Wasser in Einklang zu bringen, und zwar ist es noch mehr als die Idee 
der fransenartigen Verkniipfung die Annahme, welche hierbei Schwierig- 
keiten macht, daB die eigentliche Micelle in sich unverandert bleiben soll 
und daB die Formanderung der Faser nur durch eine Lageverschiebung 
der Micelle zustande kommt. Was im besonderen die Schrumpfung betrifft, 
so sollte nach Annahme von Gerngross, Herrmann und Abitz? in der ge- 
schrumpften Faser die gleiche Micellenanordnung bestehen, wie in der 
Gelatine, d. h. die Micellen sollten unorientiert nebeneinander liegen. Da 
aber der Schrumpfungsvorgang — wenigstens in seinem prinzipiell rever- 
siblen Teil — unter Beibehaltung der Ordnung stattfindet und da die alte 
Orientierung sich bei der mit Formaldehyd behandelten Faser mit auBerster 
Schnelligkeit und v6éllig freiwillig wieder einstellt, so kann nicht angenommen 
werden, da dabei eine Desorientierung der Micellen stattgefunden hat. 
Aber auch dann, wenn die Faser nicht reversibel verkiirzt werden kénnte 
und diese Argumentierung wegfiele, ware es nicht méglich, sich die langen 
Micellen in der bis zu 25°, verkiirzten Faserform in volliger statistischer 
Unordnung liegend zu denken. Sie miiBten dann zum gréBten Teil quer zur 
Faserrichtung liegen, d. h. es miiBte eine Neuorientierung unter Auftreten 
einer negativen Doppelbrechung die Folge sein. 

Die Bemiihungen der genannten Autoren, die Fransentheorie mit dem 
Schrumpfungsvorgang in Einklang zu bringen, sind daher auch nicht sehr 
iiberzeugend, wie tibrigens auch von ihnen selbst zugegeben wird?. 

1 K. Herrmann u. O.Gerngross, Kautschuk 8, 1932. — ? Diese Zeitschr. 
228, 409, 1930. — 3 loc. cit. S. 425, 2. Absatz. 
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Wegen der bedingten Reversibilitat der Schrumpfung muB man 
annehmen, daB ihr eine geordnete Torsion oder ein geordnetes Zu 
sammenknicken irgendwelcher Faserelemente zugrunde liegt. Geordnet 
wirde die Zusammenknickung dann sein, wenn die Hauptvalenzketten 
dabei ganz oder wenigstens teilweise in ihrer Parallellagerung verbleiben 
Wiirde jede Hauptvalenzkette fiir sich, unabhingig von der benach.- 
barten, zusammenknicken, so wiirden wir wieder eine Auflésung de: 
Ordnung haben. Diese SchluBfolgerung, daB es nicht die allerletzten 
Bauelemente sind, die fiir sich allein und unabhangig voneinander ein 
Zusammenknicken aufweisen kénnen, folgt ganz logisch aus der Tat 
sache der bedingten Reversibilitaét der Schrumpfung. 

Andererseits wiederum findet man bei unmittelbarer Beobachtung 
der Morphologie der schrumpfenden Faser, daB es auch nicht die grofen 
Fasereinheiten des morphologischen Gebietes bis herab zur Fibrille 
sein kénnen, die fiir sich ein Zusammenknicken erfahren. Das Bild 
einer geschrumpften Faser, in der die Kernreihen gefarbt sind, zeigt 
deutlich die alte Parallelorientierung der natiirlichen Faser. (Abb. 19.) 

Diejenigen Bauelemente, welche durch ihr Zusammenknicken dic 
Faserverkiirzung hervorrufen, kénnen also nur von einer GréBen 
ordnung sein, welche unterhalb der Fibrille gelegen ist. Aus diesen 
Uberlegungen folgt: Entweder sind es die Micellen selbst, die ein 
Einknickung erfahren, oder die Hauptvalenzketten knicken in eine: 
Weise ein, daB der micellare Zusammenhang wenigstens teilweise 
aufrechterhalten bleibt. 

Ahnliche Uberlegungen wie hier sind kiirzlich von W. 7’. Astbury’ 
beziiglich der Umlagerung angestellt worden, die bei der Dehnung det 
Wollfaser auf das Doppelte ihrer urspriinglichen Lange auftritt; denn auc! 
in diesem Falle mu man annehmen, daB eine geordnete Umlagerung eine: 
der Hauptvalenzkette iibergeordneten Einheit stattfindet. Astbury nimmt 
an, daB je zwei Hauptvalenzketten, die wie die Holmen einer Leiter durch 
Briicken sprossenartig miteinander verbunden sind, diese tibergeordnete 
Kinheit bilden und daB die leiterartige Doppelkette im urspriinglichen 
Zustande wie ein Band gefaltet ist und durch Dehnung gestreckt wird 
Im gefalteten Zustande bilden die Hauptvalenzketten stabile, ringaéhnliche 
Schleifen (a-Keratin), die durch Dehnung gestreckt werden kénnen 
(B-Keratin) : 

r 51 A 
|  HHROY ‘eens... \. wean 
H 0 ,N—C—C._H 0O 





: v 
A ccottig Se OF apn i a Se Tea eae 
Rr! : Cy R‘ < CR UN JA ( “age, ( 
‘C—N \C—N / Cc’ \N” ‘“C c N 
OH OH HR H O HR H 
a-Keratin, natirlicher Zustand 8-Keratin, gestreckt. 


(nach W. T. Astbury). 


1 Fundamentals of fibre structure, London 1933, daselbst weiter 
Literaturangaben. 
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Es liegt nahe, die Schrumpfungsverkiirzung des Kollagens in ahnlicher 
Weise formelbildmaBig auszudriicken. und zwar folgendermaben: 


13.6 A 


vy R H 0 HR H Oy 
( N ( ( N ( 

N ( C N € C N 
H oO HR H oO HR H 
Kollagen, natirlicher Zustand. 

3.83 A 
v y 
Oo 0 H QO 
C-N. on OH, N. H R,/“-N 
Cr op Cru! 
OC ee NH OC : NH 
H, NH OCC OR NH OC. 
( “ys a 
\ rh N ‘ C N 
8) H O H 


Kollagen geschrumpft. 


Die aut diese Weise zustandekommende Verkiirzung entspricht etwa 


der tatsachlich gefundenen. Auch hier kénnte man annehmen, dai zwei 
Hauptvalenzketten in einer Weise diese Einknickung erfahren, daB ihre 
gegenseitige Verkntipfung nicht aufgehoben wird. Man wird bei aller 


Reserve zu diesen Analogiebetrachtungen durch den Umstand ermutigt, 
daB nach den Angaben von Astbury! bei der Dehnung der Wollfaser eine 
Wassereinlagerung im Critter stattfindet, was durchaus der Wasserabgabe 
bei der Schrumpfung der Kollagenfaser entsprechen wiirde. 

Wie schon mitgeteilt wurde, zeigt die séure- baw. alkaligequollene 
Faser, die man im Zustande der Quellungsverkiirzung mit Formaldehyd 
gegerbt hat. die Reversibilitat der Verkiirzung ebenfalls. Da die Micelle 
im sduregequollenen Zustande eine partielle Aufweitung des Gitters 
erfahren hat, so muB die Schrumpfung in diesem Falle anders vor sich 
gehen als im Falle der ungequollenen Faser. Das driickt sich auch in 
der groBen Langsamkeit aus, mit der sich die Faser nach der Schrump- 
fung wieder ausdehnt, wahrend sonst die Wiederausdehnung_ blitz- 
schnell erfolgt. Wir diirfen annehmen, daB im Falle der siuregequollenen 
und formaldehydgegerbten Faser die Hauptvalenzketten der Micelle 
in starkerer Vereinzelung eine Einknickung erfahren, als das bei der 
ungequollenen Faser der Fall ist. Auch in diesem Falle kann der Micelar- 
zusammenhang nicht ganz verlorengehen, da ja an gewissen Stellen 
eine Vernihung der Hauptvalenzketten stattgefunden hat, welche 
wahrend der Schrumpfung erhalten bleibt. Hatte diese Vernahung 
nicht stattgefunden, dann wirde die Faser und der Micellarverband 
bei der Schrumptung vollstandig zerstért werden. 

Aber wir sind hier an der Grenze dessen angelangt, was vorlaufig 
aus diesen Quellungs- und Schrumpfungsversuchen zu erkennen ist, 


1 Soc. Dyers and Colorists. 49, 168, 1933. 
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da wir noch keine Vorstellung iiber die Art der Strukturwasse: 
einlagerung, tiber den genauen Vorgang der Formaldehydhartung und 
iiber den chemischen Aufbau der Micelle im einzelnen haben. 


i. SchluBfolgerungen. 
a) SchluBfolgerung tiber die GréBe und Gestaltung der kollagene: 
Micelle. 

Die hier entwickelte Vorstellung, daB bei der Schrumpfung di: 
Micellen einknicken, gibt einen Hinweis auf den Umfang der Micellen 
selbst. Sie kénnen namlich in diesem Falle nicht allzu dick und zu 
kompakt sein, weil sonst der auBerordentlich groBe Verkiirzungsgrad 
unvorstellbar ware. Uber die Anzahl der Hauptvalenzketten innerhalh 
einer Micelle lassen sich natirlich nur Vermutungen auBern. Die fii 
die Cellulosemicelle' angegebene Kettenzahl 50 ist sicherlich zu grof 
ebenso die von Gerngross, Hermann und Abitz? — iibrigens ohne nahere 
Begriindung angegebene Zahl von 20 Ketten. Wir halten diese 
Zahlen fiir viel zu groB und neigen eher zu der Meinung der englischen 
Forscher Astbury und Wood?, daB die Micellen in Proteinfasersubstanzen 
nicht mehr als vier bis sechs Hauptvalenzketten enthalten. Genau 
Zahlen angeben zu wollen, ware verfriiht, jedenfalls sind die Micellen 
eher klein als groB. Zu diesem Resultat fiihrt auch die schatzungsweise 
versuchte MicellargréBenbestimmung auf Grund des Réntgendiagramms. 

Im Widerspruch mit dieser Annahme scheint eine Beobachtung von 
Ettisch und Szeqvari4 zu stehen, die die Micelle innerhalb der kollagenen 
Bindegewebsfibrille in einer pendelnden Brownschen Bewegung gesehen zu 
haben glaubten. Die dieser Angabe zugrunde liegende Beobachtung konnte 
in Jiingster Zeit von E.H.J. Warns® bestatigt werden, allerdings wies 
dieser Forscher zugleich nach, daB das von Hittisch und Szeqvari zum ersten 
Male beobachtete Funkelphinomen nicht auf der Bewegung einzelne: 
Micellen beruht, sondern auf der Pendelbewegung ganzer Fibrillen, dir 
sich dabei voriibergehend tiberdecken und so AnlaB zu dem Entstehen 
und Vergehen von Lichtstreifen geben. Damit ist die einzige Beobachtung. 
welche den hier gezogenen SchluBfolgerungen iiber die GréBe der Micelle 
zu wiedersprechen schien, in einem mit den tibrigen SchluBfolgerungen 
iibereinstimmenden Sinne gedeutet. 

Was den Zusammenhalt der Hauptvalenzketten  betrifft, so ist 
die Annahme, daB die Hauptvalenzketten durch hauptvalentige Quer- 
verbindungen zusammengehalten werden, von  vornherein  auszu- 
schlieBen, weil in diesem Falle eine VergréBerung des Gitterabstandes 
durch Wassereinlagerung bei der Wasserquellung nicht méglich sein 
kénnte. Andererseits ist die Annahme, daB die Hauptvalenzketten 


1 K. H. Meyer-H. Mark, Hochpolymere, S. 126. 2 Diese Zeitsehi 
228, 409, 1930. — 3 J. Text. Inst. 23, 127, 1932. * Protoplasma 1. 


214, 1927. 5 Ebenda 13, 21, 1931. 
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ich Nebenvalenzen zusammengehalten werden, durch genauere 
Angaben zu erganzen. 

Fir diese Nebenvalenzbestatigung werden verschiedentlich die 
Peptidgruppen der Polypeptidketten verantwortlich gemacht, wobei 
man annimmt, daB eine Nebenvalenzbindung zwischen dem Sauerstoff 
der Carbonylgruppe der einen Kette und dem Wasserstoff der Imino- 
gruppe der anderen Kette besteht. Der Kettenabstand wiirde aber 
in diesem Falle nur etwa 5 A betragen. Da die Ketten im trockenen 
Kollagen mehr als das Doppelte und im nassen Kollagen ungefahr um 
das Dreifache dieses Betrages voneinander entfernt sind, so muB die 
Verbindung in irgendeiner anderen Weise durch Vermittlung von 
Seitenketten oder eingelagerten Molekulen zustande kommen. So 
kann man sich z. B. eine Nebenvalenzbindung zwischen mehreren in 
das Gitter hineinragenden Seitenketten denken. Aut Grund des Er- 
vebnisses, daB bei der Schrumpfung Wasser abgegeben wird, miissen 
wir weiterhin annehmen, da ein in bestimmter Weise eingelagertes 
Wasser diese Verbindung herbeiftihrt. Daneben besteht die Notwendig- 
keit der Annahme, daB Seitenketten mit endstandigen polaren Gruppen 
in das Gitter hineinragen, die in der Lage sind, Séure oder Alkali zu 
binden und als osmotische Druckzentren zu dienen. Diese Gruppen 
kénnen miteinander eine clektrovalente Bindung eingehen und so eine 
Brickenbildung zwischen den Hauptvalenzketten herbeifiihren. — Fiir 
die Konstellation 


un’ # H uo, @ \SN.B 
( ( () N ( ( 
C= ©” HH, ™ H, “ C ( C—O 
a H, Hy 
Hn Hs te NH 
<—_ > 
IDA 


geben D. Jordan Lloyd, R. H. Marriott und W. B. Pleass'! den Gitter- 
abstand von 15 A an. Genaue Formulierungen iiber Seitenketten und 
Angaben iiber ihre Haufigkeit innerhalb des Gitters und iiber thre 
gegenseitige Zuordnung lassen sich jedoch noch nicht machen. 

Noch viel weniger als iiber die eigentliche Micelle wissen wir tber 
den Intermicellarraum. Wenn wir schon fiir die Verbindung der Haupt- 
valenzketten im Gitter nicht mit einer Nebenvalenzbetatigung zwischen 
den Kettengliedern auskommen, so erst recht nicht in dem Falle der 
Micellarzwischenraume, die in jedem Falle gréBer sind als der Gitter- 
abstand. Diese Forderung muB deswegen erhoben werden, weil ein 
Abstand der Micellen untereinander, der ebenso groB oder kleiner ware 
als der Gitterabstand in den Interferenzen des Faserdiagramms, zum 


1 Trans. Farad. Soc. 29, 554, 1933. 
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Ausdruck kommen miBte. Die Micellen sind wahrscheinlich durch 
eine Substanz miteinander verknipft, welche schwammartig Wass 
einlagert, eine Eigenquellung erleidet und dadurch die Verlangerung 
und zum Teil auch Verdickung der Faser bei der Wasseraufnahny 
bewirkt. Diese Substanz findet auch in den Interferenzen des 
Diagramms ihren Ausdruck, und zwar zeigt sie in der Faser. 
richtung eine gewisse Orientierung, im tibrigen aber keinen sehr hohen 
Ordnungsgrad. Bei der Dehnung der Gelatine wird diese Substanz 
in deutlicher Weise mit orientiert, woraus zu schlieBen ist, daB di 
Intermicellarsubstanz in irgendeiner Weise mit den Micellen eng ver- 
bunden ist bzw. einen Bestandteil der Micelle selbst darstellt. Allerdings 
ist man nicht gezwungen, aus diesem Zusammenhang zwischen kristal- 
linem und amorphem Anteil eine fransenartige Unordnung an den 
Schmalseiten der Micelle anzunehmen. Denn man kann sich auch 
vorstellen, daB die Micellen an ihrer Jangsseitigen Oberflache ein 
.amorphe Rindensubstanz’ besitzen, sei es, daB diese aus in Un- 
ordnung geratenen Hauptvalenzketten besteht, die im Micellarverband 
nicht richtig eingeordnet sind, sei es, daB es Seitenketten sind, die vou 
den micellar angeordneten Hauptvalenzketten ausgehend in den Inter- 
micellarraum hineinreichen. 

Ahnliche Uberlegungen, wie wir sie eben beziiglich des Zusammen- 
haltes zwischen den Micellen innerhalb der Fibrille anstellten, werden in 
der wiederholt genannten Arbeit von Lloyd, Marriott und Pleass iiber den 
Zusammenhang der Fibrillen innerhalb der Faser angestellt, wahrend von 
Micellen und Intermicellarsubstanz nicht gesprochen wird. Fiir diese 
Autoren ist also das der Hauptvalenzkette iibergeordnete Bauelement 
bereits die Fibrille, deren Breite sie mit 2 bis 5 uangeben. Demnach miiBten 
bei Annahme eines Gitterabstandes von 10 A 2000 bis 5000 Hauptvalenz 
ketten innerhalb einer dureh die Fibrillenachse hindurchgelegten Ebene 
in gleichem Abstand nebeneinander liegen, und in der ganzen Fibrille 
miuBten 3,14. 10° bis 7,5.10°8 Ketten enthalten sein. Wie aber gezeigt 
wurde, sprechen mehrere Tatsachen dafiir, da® nur ganz wenige Ketten 
zu einer Einheit zusammengefaBt sind. 

Abgesehen von dieser zu weit gehenden Vereinfachung, welche die 
genannten Autoren beim Entwurt des Bildes der Kollagenfeinstruktur 
walten lassen, ist eine Diskussion dariiber, ob die Fibrillen in der Weise 
zusammengehalten werden, wie es eben fiir den Zusammenhalt der Micellen 
angedeutet wurde, ganz abwegig. Denn zwischen den Fibrillen befindet 
sich eine Interfibrillarsubstanz, die aus einem nicht kollagenen Eiweil)- 
kérper besteht und die zum Teil aus der Faser durch Waschen herausgel6st 
werden kann, zum Teil erst durch chemische Einwirkung entfernbar ist. 
Bringt man eine frische, aus dem Schwanz einer kiirzlich getéteten Ratte 
gezogene Sehnentaser in Wasser, so wird sie zuerst erheblich diinner, wobe! 
sich auBerhalb der Faser nach einiger Zeit ein geringer Niederschlag eines 
KiweiBkorpers einstellt. Bringt man die frische Faser in eine geeignet: 
Salzlésung, so findet nach einiger Zeit eine Lockerung und Isolierung det 
Fibrillen statt, wobei sich die Faser selbst sehr stark wellt. Diese Unter 
suchungen zeigen, da die Strukturen, welche den Zusammenhang de! 
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Fibrillen untereinander vermitteln, ganz anderer Natur und von ganz 
inderer GréBenordnung sind als diejenigen zwischen den Hauptvalenz- 
ketten und den Micellen. Es ist also zweckmaBiger, diese Interfibrillar- 
ubstanz den Zelleinlagerungen der Sehnenfaser an die Seite zu_ stellen, 
obwohl im Gegensatz zu diesen die Interfibrillarsubstanz morphologisch 
nicht unmittelbar wahrnehmbar ist. 

Durch die Anwesenheit dieser Interfibrillarsubstanz werden jedoch die 
bisherigen Uberlegungen iiber den Faserfeinbau nicht mehr beeintrachtigt 
als durch die Anwesenheit des Zellnetzes zwischen den Primitivfasern. 


b) SchluBfolgerung tiber die Beziehung zwischen Kollagen und 
Gelatine. 

Weiterhin sind nun noch einige Folgerungen aus den bisherigen 
Ergebnissen zu ziehen, welche die Struktur der Gelatine betreffen. 
Ebensowenig wie in der geschrumpften Faser kénnen namlich in der 
Gelatine starre, gestreckte Micellen vorliegen, vielmehr ist anzunehmen, 
daB die Gelatine aus unregelmaBig geknickten und geschlangelten 
Micellen und Polypeptidketten besteht, die in der Trockengelatine fest 
miteinander verklebt sind, die im Gel unter Bildung von mehr oder 
weniger groBen, mit Wasser angefiillten Maschen eine gegenseitige Ver- 
filzung zeigen und die endlich im Sol isoliert herumschwimmen. Der 
Dehnungsvorgang der trockenen bzw. alkoholgequollenen Gelatine, der 
zu der Wiederherstellung des Roéntgendiagramms der Kollagenfaser 
fiihrt, besteht demnach nicht in einer Parallelorientierung der an sich 
gestreckten Micellen, sondern vielmehr in einer Streckung der zusammen- 
gekriimmten Micellen. Mit dieser Vorstellung in bester Ubereinstimmung 
steht das Verhalten der Gelatine bei der Str6mungsdoppelbrechung, 
aus dem hervorgeht, daB neben der Orientierungsdoppelbrechung eine 
Dehnungs- oder Deformierungsdoppelbrechung auftritt. Die Gelatine 
zeigt nach W. Kuhn! im wesentlichen eine Stromungsdehnungsdop, <l- 
brechung, wie das tibrigens auch kiirzlich von H. Haller* fir Myosin- 
losungen angenommen worden ist. 

Die Micellen der Gelatine unterscheiden sich von denen des 
Kollagens aber nicht nur dadurch, daB diese gestreckt, jene dagegen 
mehr oder weniger geknickt, geschlangelt oder zusammengeknault 
sind, sondern auch durch die Art der Verkniipfung der Hauptvalenz- 
ketten innerhalb der Micelle. 

Im nativen Kollagen sind die Hauptvalenzketten auf eine Weise 
iiberbriickt, von der wir nur soviel wissen, daB dabei ein Struktur- 
wasser eine wichtige Rolle spielt: diese Verbindung macht sich dadurch 
geltend, daB bei der Wassereinlagerung der Gitterabstand nur um ein 
bestimmtes MaB aufgeweitet wird, in der Gelatinemicelle sind dagegen 
die Hauptvalenzketten nicht mehr auf diese Weise verbunden, und bei 

1 Zeitschr. physik. Chem. A. 161, 1, 427, 1932. — * Kolloidzeitschr. 
61, 26, 1932. 
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der Wassereinlagerung vergr6éBert sich der Abstand zwischen ihnen in 
immer stirkerem Mabe, je mehr das Gel sich dem Solzustande nahert 
Einige Beobachtungen sprechen dafiir, daB im Gelatinesol die Micellen 
als solche tiberhaupt nicht mehr existieren, sondern daB sich in ihm 
nur die freien Hauptvalenzketten in Lésung befinden, wie das Fehlen 
der typischen Kristallinterferenzen auf dem Diagramm des Gelatine- 
sols zeigt. Erst beim Gelatinieren tritt das kristallinische Diagramm 
wieder in Erscheinung!. Der Gelatinierungsvorgang wiirde demnach 
also in einer dem Auskristallisieren vergleichbaren Zusammenlagerung 
der Hauptvalenzketten zu Micellen bestehen, denen aber diejenige 
eigentiimliche innere Verfestigung fehlt, durch welche die Kollagen- 
micelle ausgezeichnet ist. Bei dieser Zusammenlagerung scheinen 
auBerdem irgendwelche Umlagerungen innerhalb der vorher isolierten 
Hauptvalenzketten stattgefunden zu haben, sonst ware nicht zu ver- 
stehen, daB zugleich mit der Gelbildung der Gelatine eine Anderung der 
Lichtabsorption? und des Drehungsvermoégens? auftritt. Vielleicht ist 
sogar diese molekulare Umlagerung die Voraussetzung fiir die Micell- 
und Gelbildung ¢. 

Wenn die Gelatine im wesentlichen aus einzelnen Hauptvalenz- 
ketten besteht, dann ist noch zu fragen, in welcher Weise die ,,thermische 
Desaggregierung’ der Gelatine® vor sich geht. Denn da die Micellen des 
Kollagens bereits bei der Umwandlung der Gelatine aufgelést worden 
sind, so kann bei der Desaggregierung nur noch eine Zerschlagung der 
Ketten in Bruchstiicke von geringerer Lange auftreten. In diesem 
Sinne ist die Desaggregierung auch schon diskutiert worden, wenngleich 
der kaum merkliche Zuwachs von freien NH,- bzw. COOH-Gruppen 
dieser Ansicht nicht gerade férderlich ist®. 

Die Umwandlung der Kollagenmicelie in die Gelatinemicelle 
findet bestimmt ohne irgendwelche hydrolytische Aufspaltung von 
Peptidbindungen statt. Um das zu zeigen, darf man allerdings nicht 
gewohnliche Gelatine mit nativem Kollagen hinsichtlich der Anzah| 
von freien COOH- und NH,-Gruppen miteinander vergleichen. Denn 
wie z. B. W. R. Atkin und J. M. Campos? gezeigt haben, weist Gelatine 
in der Titrationskurve gegeniiber Kollagen Unterschiede auf, die aut 
ein héheres Saure- und Alkalibindungsvermégen der Gelatine hinweisen. 
Der Versuch fallt aber eindeutig aus, wenn man einmal natives Kollagen 

1 J. R. Katz, J.C. Derksen u. W.F. Bon, Rec. Trav. chim. 50, 725, 
1138, 1931. — 2? J. F. H. Custers, J. H. de Boer u. C.J. Dippel, Rec. trav. 
chim. 52, 195, 1933. — * C. R. Smith, J. Amer. Chem. Soc. 41, 135, 1919. 

4 Siehe hierzu J. H.de Boer u. C.J. Dippel, Intermicellare Bindung 
und Hydratation bei Gelatinegelen. Rec. trav. chim. 52, 214, 1933. - 
5 O.GerngroB, Graf O. Triangi u. P. Koeppe, B. 68, 1603, 1930. — ® Siehe 
dazu auch O. GerngroB u. W. Deseke, B. 66, 1810, 1933. — 7 J. Int. Soc. 
Leather. Trad. Chem. 8, 456, 1924. 
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ind das andere Mal ein durch kurzes Aufkochen geschrumpftes Kollagen 
mit Saure und Alkali versetzt. Man findet dann in beiden Fallen das 
gleiche Bindungsvermégen. 

Es ist nun noch die Frage zu erértern, ob man das geschrumpfte 
Kollagen unmittelbar mit Gelatine gleichsetzen kann, eine Frage, die 
schon oft diskutiert wurde und neuerdings von EF. Wdhlisch! im_ be- 
jahenden Sinne beantwortet wurde. Den SchluB8folgerungen Wdéhlischs, 
daB geschrumpftes Kollagen unmittelbar mit Gelatine gleichgesetzt 
werden kann, kénnen wir uns jedoch nicht vorbehaltlos anschlieBen. 
Denn wenn man Gelatine herstellen will, so ist es mit dem Kochen 
allein nicht getan: dem KochprozeB muB vielmehr eine chemische 
Veranderung des Kollagens vorangegangen sein, die praktisch durch 
eine langere Behandlung des Leimgutes mit Kalk herbeigefiihrt wird. 
Hierbei werden erhebliche Mengen von Ammoniak abgespalten, woraus 
hervorgeht, daB es sich bei der Kalkeinwirkung um einen bestimmten 
Abbau handelt, wofiir auch die schon erwahnten, allerdings sehr 
geringfiigigen Unterschiede im Saurebindungsvermégen von Gelatine 
und Kollagen kennzeichnend sind. Da dieser geringfiigige Abbau, 
der zu einer Lockerung der Micellen fiihrt, sehr gut durch Kalk, dagegen 
nur sehr schlecht durch Natronlauge herbeigefiihrt werden kann?, laBt 
sich vielleicht so erklaren, daB durch Kalk vornehmlich die Inter- 
micellarsubstanz hydrolysiert wird. Das hangt damit zusammen, dab 
Kalk in erheblich schwacherem MaBe eine osmotische Quellung bewirkt 
als Natronlauge. 

Ist dem KochprozeB die Kalkeinwirkung nicht vorangegangen, so 
erweist sich das geschrumpfte Kollagen als tiberraschend widerstands- 
fahig, kann jedoch — wenn einmal geschrumpft — durch Proteinasen, 
und zwar schon durch auBerordentlich kleine Mengen, in Lésung gebracht 
werden. 

Zusammenfassung. 


1. Die fiir Feinbauuntersuchungen herangezogenen kollagenen 
Faserstrukturen, Sehnen und Hautfasern, werden zunachst morpho- 
logisch untersucht und miteinander beziiglich der einzelInen morphologi- 
schen Besonderheiten verglichen. Wahrend die Sehnenfasern (Achilles- 
sehne vom Rind und Kalb und Rattenschwanzsehnen) hinsichtlich ihrer 
Zusammensetzung aus etwa 10 wu breiten Primitivfasern und der Durch- 
setzung durch ein geschlossenes Zellsystem weitgehend tibereinstimmen, 
zeigt die Hautfaser in der morphologischen Gestaltung einige Ab- 
weichungen. So treten z. B. innerhalb der Hautfaser Zellen (Zell- 
kerne) im allgemeinen nicht auf, trotzdem erscheint auch die Haut- 


! Diese Zeitschr. 247, 329, 1932. 2 A. Kiintzel u. J. Philips, Colle- 
gium 1933. 
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faser aus Teilfasern zusammengesetzt, die mit den Primitivfasern dd 
Sehne verglichen werden kénnen, obwohl sie nur etwa 2 wu breit sind 
Gemeinsam allen kollagenen Faserstrukturen ist die Zusammensetzun 
aus Fibrillen, in die man die Fasern mechanisch zerzupfen kann, di 
aber auch bei einem freiwilligen, durch chemische Einwirkung ly 
giinstigten Verfall in Erscheinung treten. Die Breite der Fibrille betrag: 


etwa 0,5 w. 

2. Fur die Feinbauermittlung lassen sich auBer den Ergebnisse: 
der polarisationsmikroskopischen Untersuchung und der Réntgen 
analyse noch quellungsanalytische Untersuchungen mit Vorteil heran 
ziehen. Darunter ist eine Analyse und Diskussion der Formveranderung 
der Faser beim Quellen in Wasser, in verdiinnter Saéure und ferne: 
beim Schrumpfen zu verstehen. 

3. Die Quellung der urspriinglich trockenen Faser in Wasser fiihrt 
auBer zu einer Verdickung auch zu einer geringen aber deutlich me&- 
baren Verléngerung der Faser. Die Wasseraufnahme ist hauptsachlic| 
intramicellar, wie das Réntgendiagramm erkennen JaBt: daneber 
findet aber auch eine intermicellare Quellung statt, wie aus der Form- 
veranderung der Faser geschlossen werden muB. 

4. Die Séurequellung fiihrt zu einer Verdickung und Verkiirzung 
der Faser. Die Verdickung iiberwiegt die Verkiirzung so sehr, dali ein 
erhebliche Volumenvermehrung resultiert. Diese Formveranderung ist 
bei der Rattenschwanzsehne reversibel, d. h. bei Entfernung der Saure 
durch Auswaschen oder Neutralisieren nimmt die Faser ihre alte Form 
an. Diese Reversibilitaét ist auf eine mechanische Wirkung des der 
Faser eingelagerten Zellsystems zuriickzufiihren. Hautfasern, denen 
das Zellsvstem fehlt, zeigen die Reversibilitét nur bei Dehnung durch 
Belastung. 

Die Ursache der Saéurequellung ist in einer osmotischen Wirkung 
auf Grund einer ungleichmaBigen Ionenverteilung innerhalb und auBei 
halb der Faser zuriickzufiithren. Das Zustandekommen der Verkiirzung 
(fiir die verschiedene Theorien diskutiert werden) wird damit erklart 
daB die osmotische Wirkung innerhalb des Gitters nur an bestimmten 
Stellen zu Gittererweiterungen fiihrt, wahrend an dazwischenliegendei: 
Stellen das Gitter im urspriinglichen Abstand erhalten bleibt. Dadurch 
werden die einzelnen Hauptvalenzketten sinuslinienartig eingeknickt 
und verkiirzt. 

5. Die Schrumpfung der wassergequollenen Faser, hervorgerufe: 
durch Erwarmung auf 62 bis 76°C oder durch Einbringen in kon 
zentrierte Lésungen gewisser Elektrolyte fiihrt zu einer sehr schne!! 
verlaufenden Verkiirzung auf ein Drittel bis ein Viertel der urspriing- 
lichen Lange. Diese Erscheinung kann man sich in zwei Vorgang 


zerlegt denken, von denen der eine reversibel ist, wahrend der ande1 
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sleichzeitig stattfindende Vorgang zu irreversibler Zustandsénderung 
Verleimung) der Faser fiihrt. Der zweite Vorgang laBt sich dadurch 
.usschalten, daB man die Faser mit Formaldehyd gerbt, in welchem 
Falle die Schrumpfung vollig reversibel verléuft. Diese Reversibilitat 
beruht im Gegensatz zu der bei der Quellungsverkiirzung gefundenen 
nicht auf mechanischen Ursachen, sondern auf dem Bestreben des 
Molekiilgitters, in die alte, offenbar stabilere Form zuriickzukehren. 

Erwarmung und Elektrolytwirkung kénnen sich bei der Herbei- 
fihrung der Schrumpfung zum Teil ersetzen. In beiden Fallen der 
Schrumpfungsherbeiftihrung wird eine Wasserabgabe durch das 
schrumpfende Kollagen herbeigefiihrt. Diese Beobachtungen fihren zu 
der Annahme, da der zur Schrumpfung fitthrende AnlaB in beiden 
Fallen (Hitzeschrumpfung und Elektrolytschrumpfung) der gleiche ist, 
und zwar wird er in der Entziehung eines in bestimmter Weise im Gitter 
eingelagerten Strukturwassers vermutet. Dieser Wasserentzug ist in 
gewisser Weise, aber nicht vollstandig, mit der Wasserabgabe der 
Gelatine beim Ubergang vom Gel- in den Solzustand (Schmelzpunkt 
der Gelatine) zu vergleichen. 

Die Formveranderung der Faser beim Schrumpfen beruht entweder 
auf einem Einknicken der ganzen Micellen oder auf einem Einknicken 
der Hauptvalenzketten, wobei zum Teil der urspriingliche Micellar- 
zusammenhang aufrechterhalten bleibt. 

6. Es werden aus den einzelnen Beobachtungen verschiedene 
SchluBfolgerungen hinsichtlich der GréBe der Micelle, des Zusammen- 
halts der Hauptvalenzketten innerhalb der Micelle und des Zusammen- 
haltes der Micellen innerhalb der Fibrille gezogen. Ferner werden 
einige neue Gesichtspunkte zu der Frage der Beziehung zwischen 
Kollagen und Gelatine geltend gemacht. 

Es ist uns eine angenehme Pflicbt, Herrn Ch. Carpenter fiir seine 
freundliche Hilfe bei der Anfertigung der Réntgenaufnahmen, sowie Herrn 
Priv.-Doz. Dr. K. Andress fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung bei der 
Interpretierung der Diagramme aufs herzlichste zu danken. 











Uber das enzymatische Verhalten 
von Glucuroniden und iiber Glyeyrrhizinsaure. 


Von 
F. Bergmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1933.) 


Wahrend iiber die fermentative Spaltbarkeit von Heterosiden cd 
Pentosen und Hexosen viele Erfahrungen vorliegen, ist das enzyn 
chemische Verhalten der Glucuronide nur wenig studiert. Und doc! 
besitzt dieses Problem iiber die reine Fermentforschung hinaus ein 
biologische Bedeutung. Es ist nicht allein wichtig zu wissen, inwiewe 
Glucuronide als Substrate fiir die bekannten Glucosidasen dienen kénnen 
oder zu ihrer Spaltung spezifische Enzyme benétigt werden, sondern 
wegen des <Auftretens gepaarter Glucuronsaéuren als Stoffwechsel- 
produkte ist auch die Frage nach ihrer Entstehung erértert worden 
Findet eine Kondensation des Aglucons mit vorgebildeter Glucuronsaur: 
statt oder werden primar normale Glucoside erzeugt und nachtraglic! 
oxydiert ? Letztere Auffassung wird durch die Beobachtungen von 
P. Mayer! u. Hiirthle? u.a. nahegelegt, daB per os verabreichte Glucuron 
siure im Harn teilweise unverdndert wieder ausgeschieden, also im 
Gegensatz zur endogen erzeugten Glucuronséiure nicht zur ,,Paarung”’ 
benutzt zu werden braucht. Eine Vertiefung in diese Fragestellung 
kann man von Spaltungsversuchen an Glucuroniden mit «- oder /- 
Glucosidasen erhoffen. Dariiber existieren relativ wenige Daten, und 
bis jetzt lieBen sich keine GesetzmaBigkeiten auffinden. So ergal 
sich beispielsweise, da die Glucuronide des Phenols, Euxanthins, 
Syringins und Vanillins*, ferner die des Campherols und Menthols* durch 
,.Emulsin“ hydrolysiert werden, nicht aber die des Resorcins, Phloro- 
glucins, Orcins u. 4. Beziiglich zweier Farbstoff-glucuronide, des Bai- 
calins und Scutellarins, denen nach K. Shibata und Mitarbeitern dic 
Formeln 


0 Q 
HO = HO . OH 
HO Cg Hy O-¢ HO Cg Hy 0, 
on “Y OH “oe 
1 P. Mayer, Zeitschr. f. klin. Med. 47. 68, 1902. 2 Rk. Hiirthle. 
diese Zeitschr. 181, 105, 1927. — *% C. Neuberg u. W. Neimann, H. 44. 
125, 1905; J. Hdmdldinen, Chem. Centralbl. 1910, I, 1443; Y. Sera, H. SS. 
460, 1913; 90, 258, 1914. — 4 M. Ishidate, Chem. Centralbl. 1929, IT, 422: 


B. Helferich u. G. Sparmberg, H. 221, 92, 1933. 
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zukommen, hat Miwa! konstatiert, daB sie von der Baicalinase zer- 
legt werden, einem Enzym, das in der Wurzel ihrer Stammpflanze, 
Scutellaria baicalensis, vorkommt. Gegen alle sonst noch untersuchten 
Fermente sind die beiden Flavon-glucuronide véllig widerstandsfahig. 
Ich selbst habe die $-Naphthol-glucuronsdure® eingehender auf ihre 
Hydrolysierbarkeit gepriift. Die Verbindung habe ich aus dem Harn 
von Kaninchen nach Fiitterung mit 6-Naphthol isoliert. Kein einziges 
der nachstehend genannten Fermente fiihrte Spaltung herbei: 1. ,,Emul- 
sin (von Merck), das gebrauchlichste /-glucosidatische Ferment. 
2. Takadiastase. 3. Trockenpraparat von Aspergillus niger, das nach 
den Angaben bei Pringsheim und Kriiger® bereitet war. 4. Aus dem- 
selben Grunde wurde das Essigester-plasmolysat von Saccharomyces 
fragilis? versucht. 5. Extrakt aus Scutell. baic., der nach der japani- 
schen Vorschrift aus einem vom Botanischen Garten in Darmstadt 
bezogenen frischen Material hergestellt wurde, und 6. ein in analoger 
Weise gewonnener Fermentsaft aus Glycyrrhiza glabra. Da in fast 
allen Fallen die Wirksamkeit der verwendeten Praparate an geeigneten 
Substraten sichergestellt ist, scheint mir die Behauptung begrindet 
zu sein, da} 6-Naphthol-glucuronid von den bisher benutzten Fermenten 
unter den gewahlten Bedingungen nicht angegriffen wird. Die Durch- 


sicht der Literatur zeigt. dah mit einer einzigen, gleich zu_ be- 
sprechenden Ausnahme nach der enzymatischen Zerlegung die 


Uronsaure nie einwandfrei charakterisiert wurde; man hat stets nur 
aus der Drehungsainderung und der Reduktionskraft der Endlésungen 
auf die Bildung freier Glucuronsaure geschlossen. Die einzige Aus- 
nahme bildet das griindliche Studium des Baicalins, bei dem Wiwa 
die abgespaltene d-Glucuronsaure nach Neuberg® als Chinchoninsalz 
abgeschieden hat. Dabei handelte es sich um ein vegetabilisches Pro- 
dukt, und es wire méglich, daB bestimmte Pflanzen aus Uronsaure und 
Aglucon direkt Uronide aufbauen kénnen und daher auch das hydro- 
lysierende Enzym besitzen. 

Unter diesen Umstanden hielt ich es fiir angebracht, ein vege- 
tabilisches Erzeugnis in den Kreis der Untersuchungen einzubeziehen, 
namlich die Glycyrrhizinsdure (abgekiirzt Rhizinsdure). Dabei spielte 
zugleich die Hoffnung mit, aus einem beliebig verfiigbaren Pflanzen- 
stoff, dem SiiBholzextrakt, auf einem praparativ gangbaren Wege die 
sonst schwer zugangliche Glucuronsaure leicht zu gewinnen. 

Zunachst sei bemerkt, daB es mir gelang, die Darstellung des Am- 
monium-rhizinats, fir die Vorschriften von T'schirch mit Cederberg 


1 T. Miwa, Acta phytochim. 6, 155, 1932. — * M. Lesnick u. M.Nencekz, 


B. 19, 1534, 1886. — * Handbuch der Pflanzenanalyse von G. Klein, 2, 
841, 1932. — 4 C. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 450, 1932. 


— °C, Neuberg, Ber. 38, 3315, 1900. 








298 F. Bergmann: 


und Gauchmann! sowie von P. und W. Karrer mit Chao? vorliegen, 


sehr zu vereinfachen. Die Isolierung bereitet deswegen Schwierigkeiten 
weil ahnlich wie bei anderen gepaarten Glucuronsauren® hier eigen 
artige Loslichkeitsverhaltnisse vorliegen, und vornehmlich, weil Neiguny 
zur Adsorption und Gallertenbildung obwaltet. Im Eisessig wurd: 
ein Solvens gefunden, mit dem alle Schwierigkeiten zu tiberwinden 
sind. Wenn man den Extrakt aus Sii8holzwurzel als das bei Merck kauf- 
liche Glycyrrhizinum ammoniacale, eine schwarze harzihnlich erstarrt: 
Masse, in die 1!/,fache Menge siedenden Kisessigs unter mechanischem 
Riihren portionenweise eintragt, so gewinnt man in einer einzigen 
Operation nahezu reines Ammoniumsalz. Dieses kristallisiert bei mehr- 
tagigem Aufbewahren im Eisschrank zu etwa 10°, des Ausgangs- 
materials aus. (Sofern nach 24 Stunden noch keine Kristalle sichtbar 
sind, empfiehlt sich Animpfung.) Umkristallisieren aus Eisessig oder 
verdiinntem Alkohol liefert ein vollkommen analysenreines Produkt. 

Hinsichtlich Spaltbarkeit der Rhizinsiure habe ich folgendes zu 
bemerken: Ein Extrakt aus frischer Sii8holzwurzel enthielt kein hydroly- 
sierendes Ferment, auch die /-glucosidase-haltigen Lésungen aus Scu- 
tellaria baic. sowie aus Saccharomyces frag. waren unwirksam. Eine 
Erklarung fiir die Resistenz dieses natiirlich vorkommenden Glucuronids 
schien mir zunachst die Beobachtung zu bieten, daB die essigsaure 
Lésung der Rhizinsdure dextrogyr ist. Die Angabe von T'schirch und 
Mitarbeitern tiber optische Inaktivitét trifft somit nicht zu. Diese fiir 
gepaarte Glucuronsiuren ziemlich ungewéhnliche Rechtsdrehung er- 
weckte eine Zeitlang die Vermutung, daB bei der Rhizinsiure eine 
a-glucosidische Bindung vorlige. (Die beiden bekannten rechtsdrehenden 
Uronsiuren, Benzoe-glucuronsiure und Dimethylaminobenzoe-glucuron- 
siure*, haben vielleicht eine von der iiblichen abweichende Struktur 
und kommen deshalb fiir einen Vergleich nicht unbedingt in Betracht.) 
Daher wurde die Zerlegung mit Maltase versucht, aber ohne Erfolg: 
schon Karrer und Mitarbeiter vermi8ten eine Einwirkung von Hefe. 
Eine Deutung fiir das optische Verhalten der Rhizinsiure ergab die 
bisher tiberraschenderweise auch nicht beobachtete Tatsache, daB ihr 
Aglucon, die Glycyrrhetinsdure (abgekiirzt Rhetinsdure), sehr stark rechts 
dreht, wodurch die Linksdrehung einer f-glucosidischen Verbindung 
iiberkompensiert sein kénnte. 

Diese Wahrnehmungen veranlaBten eine etwas nahere Untersuchung 
der Rhizinsiure und ihres Aglucons. 


1 A. Tschirch u. H. Cederberg, Arch. Pharm. 245, 97, 1907; A. T’schirch 


u. S.Gauchmann, ebenda 246, 558, 1908. — ? P. Karrer, W. Karrer u. 
I. C. Chao, Helv. 4, 100, 1921. 3 C0, Newberg u. E. Kretschmer, diese 


Zeitschr. 36, 15, 1911. 4M. Jaffé, H. 48, 374, 1905; A. Magnus-Levy, 
diese Zeitschr. 6, 502, 1907. 
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Der Rhetinsiure diirfte, wie weiter unten dargelegt wird, die 
Formel Cyg Hy,0, zuzuschreiben sein. Beziiglich der Rhizinséure stimmen 
die Analysen von T'schirch sowie Karrer und ihren Mitarbeitern gut 
iiberein; meine eigenen Analysen sichern die Formel eines iibersauren 
Salzes. Tschirch erteilte der Siure die Formel C,,H,,0,9, wahrend 
Karrer vorlaufig von der Aufstellung einer Summenformel absieht. 
Tschirchs Auffassung ist nicht haltbar, weil die Angaben iiber die 
Rhetinsaure, die ihr zugrunde liegen, nicht richtig sind. Vermutlich 
kommt der Rhizinsiure die Formel C3) H,g0j5, ihren tibersauren Salzen 
die Formel Cy9 Hyg Oj3 . Cag HyzO13 Me zu. Ein Vergleich mit der Rhetin- 
siure lehrt, da8 man nicht durch Kombination dieser mit Uronsadure 
zu einer Verbindung von der Zusammensetzung der Rhizinsdure gelangt. 
Die Aufteilung der Rhizinsiure in diese Bruchstiicke miiBte vielmehr 
noch von einer Abgabe von CO, und H,O begleitet sein. Man kann 
also die Vermutung hegen, daB im Gegensatz zu den recht bestimmt 
gehaltenen Aussagen von T'schirch und Mitarbeitern die Zuckerkompo- 
nente nicht einfach d-Glucuronsaure ist. Es gliickte mir nie, diese 
direkt zu isolieren. Daher habe ich auf Rat von Herrn C. Neuberg 
noch eine empfindlichere Isolierungsmethode versucht, niaimlich die 
Fallung als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon, die eine Identifizierung von 
0,1 g Uronséiure mit Leichtigkeit gestattet. Aber auch auf diesem 
Wege vermochte ich keine Glucuronsdure zu fassen. Man kann nur 
sagen, daB nach saurem Charakter, Reduktionsvermégen und Naphtho- 
resorcin-reaktion! eine Uronsiure frei wird. Der negative Ausfall 
aller Isolierungsversuche weist auf eine Komplikation der Verhalt- 
nisse hin. 

Uber die Rhetinsdure ist bisher folgendes bekannt: Sie soll nach 
T'schirch die Formel C,,H4,O0,; besitzen; er hielt die Verbindung fiir eine 
Monocarbonsaéure mit zwei Hydroxylgruppen und stiitzte diese Auffassung 
durch Darstellung einer Di-acetylverbindung vom Schmelzpunkt 219° (7) 
sowie durch Titration der Saéure. Bei der Zinkstaubdestillation trat 
Naphthalin (im Gemisch mit anderen Kohlenwasserstoffen) auf; dieser 
Befund wurde der vorlaufigen Strukturformel der Rhetinséure zugrunde 
gelegt. Nach Karrer und seinen Mitarbeitern hat Rhetinséiure die Formel 
(45H 20,4; diese Autoren lésen die Formel der Verbindung, die eine 0i- 
oxy-monocarbonsaure ist, in Cy,HggO.(OH),. COOH auf. Dafiir wurden 
folgende Argumente beigebracht : 

1. Die Analyse ergab im Mittel C = 76,2°,, H 10,2 %. 
2. Das Molekulargewicht wurde erschlossen: 
a) aus ebullioskopischer Messung an der alkoholischen Lésung der 
freien Saure bzw. ihres Methylesters ; 
b) durch Titration gegen Phenolphthalein ; 
c) durch Bestimmung des Verseifungs-aiquivalentes des Methylesters. 


1 Immerhin ist die Vieldeutigkeit dieser Farbenreaktion zu bedenken, 
wihrend die Furfurolbildung zugunsten einer Carboxy-pentose spricht. 
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Die Anwesenheit der COOH-Gruppe wurde mittels Veresterung dur 
Diazomethan dargetan. 

Die Gegenwart zweier OH-Gruppen wurde durch Acetylierung (kei 
Angabe des Schmelzpunktes) belegt. 

Endlich haben noch Ruzicka und Mitarbeiter! einen Beitrag zur Ko: 
stitutionsaufklarung ver6ffentlicht; durch Dehydrierung mit Selen erhielt: 
sie in sehr geringer Ausbeute Sapotalin (= 1, 2, 7-Trimethyl-naphthali: 
neben anderen Produkten. 


Meine eigenen Versuche fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 


2 


1. Rhetinsiure besitzt starke Rechtsdrehung  [z]}, 


146° 
Diese, wie erwahnt, bislang iibersehene Tatsache ermdéglicht eine Rein- 
heitskontrolle der Substanzproben, die sonst wegen der hohen Lage 
der Schmelzpunkte schwer ist. 

2. Die Verbrennungsanalysen stimmen gut mit den Werten Aarrers 
iiberein: C:H: O = 23: 36:3. 

3. Das Molekulargewicht der Verbindung ist halb so groB, wir 
Karrer annahm (360, bei Karrer: 704). Die wahrscheinliche Summen- 
formel ist daher Cy, Hg,O0,. Die Bestimmung des MG. geschah mit Acety!- 
rhetinsiure-methylester, weil hier Stérungen durch Dissoziation ode1 
Assoziation ausgeschlossen erscheinen, und zwar habe ich sie x) kryo 
skopisch in Benzol, #) durch Schmelzpunktsdepression von Camphet 
ausgefihrt. 

Bei den ebullioskopisch ermittelten Zahlen von KAarrer ist dic 
wahrgenommene Siedepunktserhéhung vielleicht zu klein, um bei der 
Ungenauigkeit der Methode eindeutige SchluBfolgerungen zuzulassen 
(Was die ebullioskopische MG.-Bestimmung der freien Saure durch 
Karrer anlangt, so stimmt sie sehr gut zu meiner Formel; denn Karre: 
hat die Annahme gemacht, daB die Saure in alkoholischer Lésung 
fast zu 100%, dissoziiert ist.) Bei der alkalimetrischen Titration ist 
zu bedenken, daB die Méglichkeit hydrolytischer Spaltung des K-Salzes 
nicht ausgeschlossen ist. Es bleibt somit als entscheidendes Argument 
die Bestimmung des Verseifungsiquivalents des Methylesters. Eine 
Wiederholung seines Versuchs ergab volle Bestatigung der von ihm 
erzielten Werte, allerdings wurde damals — und das ist wichtig 
nach der Titration die Reaktionslésung nicht aufgearbeitet. Dabei 
fand ich nimlich, daB trotz achtstiindigen Kochens mit alkoholische: 
Kalilauge ziemlich genau 50°, des Esters unverseift geblieben waren 
So ergibt sich das halbe Molekulargewicht. 

4. DaB eine COOH-Gruppe vorhanden ist, beweist die Darstel! 
barkeit des Methylesters. Seine schwere Verseifbarkeit deutet daraut 


1 L. Ruzicka u. A. G. van Veen, H. 184, 76, 1929; L. Ruzicka u. L. Ehr 
mann, Helv. 15, 140, 1932. 
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hin, daB an dem C, welches den Carboxylrest trigt, nur C-Atome ge- 
bunden sind. (Die Regel, daB besonders schwere Verseifbarkeit auf 
quaternare COOH-Gruppen zuriickzufiihren ist, wurde kirzlich von 
Ruzicka und Mitarbeitern! deswegen als unsicher bezeichnet, weil sie 
am Methylester der Dihydrocyclogeraniumsiéure, deren Carboxyl an 
einem tertidren C haftet, ebenso schwere Verseifbarkeit feststellten, 
wie sie sonst fiir quaterniére Carboxyle typisch ist. Trotzdem wird 
man die obige Regel fiir unser Beispiel wohl ruhig heranziehen kénnen, 
zumal ja gerade beidem von Ruzicka in Frage gestellten Fall der Abietin- 
siure die quaternire Stellung der COOH-Gruppe auf chemischem 
Wege gesichert werden konnte und diese Saéure in ihrem Verhalten mit 
der Rhetinsaiure Ahnlichkeit besitzt.) Weiter spricht fiir den quater- 
niren Charakter die Unmédglichkeit der Esterbildung mit Dimethyl- 
sulfat-NaOH und das Versagen der Carbinolbildung mit Phenyl-mag- 
nesiumbromid trotz mehrfach variierter Versuchsbedingungen. 

5. Das Vorliegen einer OH-Gruppe ist durch Darstellung eines 
Mono-acetyl-derivats der Sféure sowie ihres Esters gesichert; der 
Schmelzpunkt des ersteren liegt bei 317 bis 315°, also rund 100° hoher, 
als ihn Tschirch verzeichnet hat. Es handelt sich um ein alkoholisches 
Hydroxyl, wie aus der Widerstandsfahigkeit gegen Diazomethan zu 
folgern ist. Die OH-Gruppe mu ferner sekundar sein. DaB sie nicht 
tertidr ist, bewies ich durch Dehydrierung des Rhetinsiuremethylesters 
mit Cu-Bronze zu einer um 2H armeren Verbindung, die nunmehr 
eine CO-Gruppe besitzt. Diese diirfte nicht primar sein, weil der gleiche 
Dehydro-ester auch bei energischer Behandlung mit CrQ, in siedendem 
Kisessig entsteht, wobei —COH vermutlich zu —COOH weiter oxvdiert 
worden ware. DaB die Dehydrierungsvorgange wirklich an der Alkohol- 


gruppe angreifen, geht besonders daraus hervor, daB das Avetylderivat 


gegen CrO, auBerordentlich resistent ist. 

6. Aus einer Beobachtung Aarrers ist ferner zu schlieBen, dab 
quaterndre CH,-Gruppen zugegen sein miissen. Er fand bei der Dumas- 
N-Bestimmung 7°,: demzufolge waren zwei solche Methvigruppen 
anzunehmen. Eine derartige Methan-abspaltung ist nicht ohne 
Analogie (vgl. z. B. Wieland und Dane? bei der Apocholsiure sowie 
Inhoffen® beim Pinakon des Neoergosterins). Auber den beiden 
quaternaren CH,-Gruppen mu noch eine andere Seitenkette vor- 
handen sein. LaBt man auf Rhetinester in Chloroform Brom einwirken, 
so werden in lebhafter Reaktion unter Bildung von massenhaft H Br 
mindestens 5 Mol Br, verbraucht. Aus den Reaktionsprodukten labt 
sich durch Vakuumdestillation eine agressiv riechende Flissigkeit 


1 L. Ruzicka u. Mitarbeiter. Helv. 16, 169, 1933. 2H. Wieland u. 
E. Dane, H. 212, 266, 1932. 3 H. H. Inhoffen, A. 497, 133, 1932. 
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herausarbeiten, die als asymmetrisches Dibromaceton anzusprechen 
ist. (Andere definierte Produkte konnten nicht gefaBt werden.) 


In der Rhetinsaure ist keine Doppelbindung nachweisbar, wenigstens 
ist sie gegen H + Pd, gegen KMnO, und gegen Tetranitromethan 
unempfindlich; ferner wird die Acetyl-rhetinsaiure, in der die oxy 
dable OH-Gruppe abgeschirmt ist, von CrO, nicht mehr angegriffen 
Jedoch ist hiermit kein endgiiltiger Beweis gegen die Anwesenheit 
einer Liickenbindung geliefert, da erfahrungsgemaB bei dieser Klass: 
von Korpern sich leicht ,,maskierende‘, wenig reaktionsfahige —C—C 
Gruppierungen vorkommen (vgl. ihre Gegenwart in Apocholsdiuren 
und in bestimmten Sterinderivaten !). 


Experimentelles. 


A. Gepaarte Glucuronsduren. 


a) /-Naphthol-glucuronsdéure. 

Ubliche Verfiitterung von }-Naphthol. Bei der Atherextraktion (Aus 
schiittelung auf der Maschine) der mit HCl angeriihrten Bleiessigfallung aus 
Kaninchenharn machte ich die Erfahrung, da die drei ersten Ausziige 
ziemlich dunkel waren: sofort nahezu reine Substanz erhielt ich aus det 
vierten bis sechsten Fraktion. Nach Verfiitterung von 120g /-Naphthol 
war die Ausbeute aus 25 Liter Kaninchenharn 28 g. 


EKigenschaften ?: 
Kristallwasserhaltig: F. 100°; [«]p — 90,65°. 
Kristallwasserfrei : F. 151°; [a]p — 100,85°. 


b) Rhizinsaure. 

Unter mechanischem Riihren wurden in | Liter siedenden Eisessigs 
750 g Glyeyrrhic. ammon. in kleinen Portionen eingetragen. Nach fiinf 
tagigem Stehen im Eisschrank zentrifugieren, den Bodensatz zweimal mit 
Kisessig abdecken und auf Glasnutschen absaugen. Man wischt zweimal 
mit Eisessig, Alkohol und Ather nach. Jetzt wird aus Ejisessig oder besse1 
aus etwa 80°, igem Alkohol umkristallisiert, indem man in der Siedehitze in 
moéglichst wenig H,O lést und 99°, igen Alkohol bis zur beginnenden 
Triibung hinzufiigt. Behandelt man die siedend hei®e Lésung mit etwas 
Tierkohle, so ist das Salz nach zwei- bis dreimaligem Umkristallisieren ganz 
analysenrein. Ausbeute: 45g = 6°,. [«]} + 62,1° (J = 2, 14,1 mg in 
5cem 33° iger Essigséure, « + 0,35°). 

Analyse des NH,-Salzes (NH,-Destillation): 1,3361 g¢ verbrauchten 
12,84cem n/l0 HCl. Daraus ergébe sich ein MG. 1083. 


' Fr, Boedecker u. H. Volk, B. 58, 1852, 1920; 54, 2489, 1921; 56, 2302. 
1922; H. Wieland u. EB. Dane, a.a.O.; C.K. Chuang, A. 500, 270, 1933; 
J. M. Heilbron, A. L. Morrison u. J.C. E. Simpson, Chem. Centralbl. 1933. 
I, 3576. — *? Lesnik u. Nencki (a. a. O.) muB eine Verwechslung unte: 
laufen sein; der von ihnen angegebene Schmelzpunkt kénnte nur de! 
wasserfreien, die Drehung der wasserhaltigen Substanz zukommen. 
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B. Fermentversuche. 


l. Emulsin. 





-Naphthol-glucuronsaure 02¢ - O2¢ 

Ferment. 05 ¢ 0.5 ¢ 

Putter. . Te a! eee 10 eem 19 ¢cem 10 cem 

ery f ate ORE 40 , 40, 49 

loluol =. iad Oat Solel ab Moc aes | a 1 1 
(Puffer n/5 Essigsaure + n5 Na-acetat lL: 1.) 


Temp. 37,5°. Auch nach 10 Tagen keine Spaltung. Das gleiche Er 
vebnis hatte eine Versuchsreihe, in der das py von 4,1 bis 7,3 abgestuft war. 


2. Takadiastase. 





} Naphthol-glucuronsaure N2¢ 0.2 ¢ 02 ¢ 
oy a ae 0.4¢ O4¢ 04¢ 04¢ 4g 
es Se 1:4 1:16 1:1 1:16 
Wasser. ee rete ae 20 eem 20 com 20 eem 20 eem 20 cem 
Toluol . She REN : wie oben 

4,7 5,3 5.9 4,7 59 


PH: 
Temp. 37°. Auch nach 14 Tagen keine Hydrolyse.  Kontrolle mit 
Amygdalin: nach !), Stunde stark positiv. 


3. Aspergillus niger, Trockenpraparat. 


o. 





8-Napbthol-glucuronsaure 0,2¢ 
) 2 


Ferment... . Deer ee te 2c¢em 2 cem 
Wasser . id’ . 10 


Toluol wie oben. Temp. 37°. Keine Spaltung .(Amygdalin hydrolysiert. ) 


4. Baicalinase. 





Rhisinsaure. ..... . 0.2¢ 0.2 ¢ 0.2 ¢ 
Fermentlésung Pie 20 com 20 cem 20 cem 
Acetat-puffer, po6 .. . 20 20 cem 20 2) 
Cie on a a 10. nO , 10, 10 


Toluol wie oben. Keine Spaltung bei 28° oder 37 


5. Fermentlésung aus Saccharomyces fragilis. 





?-Naphthol-glucuronsaure . O01 g¢ Ol g 01g 0,1 g Salicin 
Fermentl6sung ..... 2 eem 2eem 2cem = 2ecem 2 cem 
5eem Acetatpuffer. .. . pa 5,6 Pu 6.2 py 6,6 Py 6.2 py 6.2 


Wasser zu 10cem. Je 3 Tropfen Toluol. Temp. 37 


Kontrolle mit Salicin: Nach '/, Stunde positiv; in allen anderen Ver- 
suchen war auch nach 5 Tagen keine Spaltung wahrzunehmen. 
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6. Maltaselésung 
nach Wollstdatter und Steibelt aus Unterhefe. 





eG eo he ee a 05 ¢ 0,5 ¢ 
PermemOeeh.. ok ks 5 com - 5 cem 
Acetatpuffer, pg 5,6 ....... IO te 10 cem 10) 


W asser Pehl Rigo Lee Am fig se het 20 2 » 25 


Toluol wie oben. Temp. 37,6°. Keine Spaltung innerhalb einer Woche 


7. Glycerinextrakt von frischen SiBholzwurzeln 
nach Miwa. 





K-Rhizinat ..... 03 ¢ — 03¢ 0,3 ¢ — 
Fermentlosung. . . . 20cem 20cem 20cem 20cem 20cem 20 cem 
Acetatpuffer. .... || 20 , 20 , D. i 10, }40 
WPM ok Woe a - iw + 10 i 10 


Toluol wie oben. Temp. 37°. Keine Hydrolyse nach 5 Tagen. 


Pu von | und 2 8; Pu von 3 und 4 7; Pu von 5 und 6 4.4 
(Einstellung des py mit NagH PO, und KH,PQ,). 


C. Hydrolyse der Rhizinsdure. 

Je 10g wurden mit 500 cem Wasser und 100 cem n HgSO, 3 Stunden 
im Autoklaven bei 130° hydrolysiert. Man filtrierte von der ausgeschiedenen 
Rhetinséure ab, neutralisierte mit BaCO,, filtrierte wieder und engte im 
Vakuum auf ein kleines Volumen ein. Man fillte das Ba-Salz mit Alkohol., 
léste es in Wasser wieder auf, entfarbte mit Tierkohle und schlug es von 
neuem mit Alkohol nieder. 

0,3687 g Ba-Salz gaben 0,1532 g BaSQOy,. 

4,612 mg Substanz: 4,485 mg CO,, 1,650 mg H,O. 

(C,H,O,),Ba.2H,O. Ber.: Ba 24.6%, C = 26.7%; B 4.0%; 

gef.: Ba = 24.5%, C = 26,56%, H 4,0%. 


Da sich die Substanz auch im Vakuum bei 78° braunte, so wurde sie 
bei Zimmertemperatur getrocknet. [«]j} = — 6.5°. (188.2 mg in 9,4 cem 
a 


H,O, l 2. « = —0,26°.) (Drehung des Ba-Glucuronats: [x] + 17,5 
nach F. Ehrlich u. K. Rehorst}.) 


D. 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon der Glucuronsdure. 


0,2 g Glucuron und 0,2 g des Hydrazins wurden mit 20 cem 95°, igen 
Alkohols | Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Im Eisschrank kristallisierte. 
analog der entsprechenden Galakturonsaure-verbindung *, alsbald die ganze 
Masse ; sie wurde abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen, im Exsikkator 
scharf getrocknet und aus 50°,igem Methanol dreimal umkristallisiert, da 
die Verbindung anfangs durch eine kleine Menge rétlicher Substanz (Osazon) 
verunreinigt war. Hellgelbe Nadeln. 


1 B. 62, 629, 1929. — ? H. Collatzu. I. St. Neuberg, diese Zeitschr. 255, 
28, 1932. 
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F. 207°; Ausbeute 350 mg. | x]}} 46,4° (59.3 mg in 10 cem Dioxan, 
2-dm-Rohr, « — (),55°). 
3.310 mg Substanz: 4,680 mg CO, und 1,100 mg H,O. 
3.351 mg Substanz: 4,730 mg CO, und 1,134 mg H,0O. 
2,660 mg Substanz: 0.3200 cem N, (775mm, 20°). 
3.173 mg Substanz: 0.3771 cem N, (775mm, 20°). 
CigH1,0,.N, Ber.: C = 38,50%, H = 3,74 
(374,2 gef.: C 38,56°.,. H 3, 
t 38,45%, H B, 


oR 14,97° 
2%, 14,29° 
ao N 14,12 ° 


5g Bariumsalz des Glycyrrhizinséure-glucons wurden mit 17,8 cem 
n HgSO, und 200 ccm 96°, igem Alkohol versetzt; das Filtrat wurde im 
Vakuum méglichst weit eingeengt. Der so erhaltene Sirup, der trotz wieder- 
holten Animpfens auch nach Monaten nicht kristallisierte, wurde mit 
0.2 g 2,4-Di-nitrophenylhydrazin und 20 cem 99° igem Alkohol wie oben 
| Stunde gekocht. Im Eisschrank trat keine Spur von Kristallen auf. 

Versuch der Oxydation des Sirups zu Zuckerséure : 

5g Sirup und 6cem verdiinnter HNO, wurden 5 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt. Man erhielt eine weibe, sirupése Masse, die Fehlingsche 
Losung noch reduzierte, aber keine Naphthoresorcin-reaktion gab. 


Beim 
Versuch zur Gewinnung von saurem zuckersauren 


Kaliumsalz entstand 
keinerlei Fallung. {Diese Versuche lassen vermuten, daB es sich vielleicht 
um Mannuronséure oder um ein Isomeres handelt. Das d-mannuronsaure 
Barium ist lavogyr, sein |xJp ist nach Niemann und Link! 4° (+ 1°); 
médglicherweise sind auch unter diesen Umstanden leicht sich bildende 
Produkte der Reversion ? vorhanden. | 


E. Rhetinsdure und Derivate. 

Die aus der Hydrolysenfliissigkeit ausgefallene Saéure wurde aus Athet 
und Eisessig unter Zusatz von Ligroin umkristallisiert. 

F. 303°. [a]i) + 145,5° (12.2 mg in 5cem Dioxan, 2-dm-Rohr, 

0,71°). 

In Dioxan, Pyridin, Eisessig und Chloroform spielend, in Benzol gut, 
in Ather schwer léslich, in Petrolather unléslich. Mit Tetranitromethan 
keine Gelbfarbung. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 

4,872 mg Substanz: 13,660 mg CO, und 4,250 mg H,0O. 

CHO... Ber.: C = 76.6%, H 10,0 ° 
gef.: C 76,5%, H 9,8°,. 
(Karrer C 16.2%, 10,2 %). 
a) Methylester. 

2 g Saure wurden in Methanol gelést und mit atherischer Diazomethan- 
lésung behandelt. Nach dem Verdampfen des Athers hinterblieb ein kristal- 
liner Riickstand, der sich aus Alkohol in langen Nadeln abschied. 

255° (nach 6 maligem Umkristallisieren). 6,2 mg in 5 ecem Dioxan; 
+- 165,3° (2-dm-Rohr, « + (41°), 4.8 mg in 5cem Essigester ; 
+ 166,79 (2-dm-Rohr, « + (,32°). 


C. Niemann u. K. P. Link, J. of biol. Chem. 100, 410, 1933. 
', Neuberg, B. 33, 3316, 1900. 
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Der Ester ist leicht léslich in Chloroform, Aceton, Dioxan, Benzo 


schwer in kaltem Alkohol und in Ather. Mit Tetranitromethan keine, mit 


konz. H,SO, deutliche Gelbfarbung. 

4,508 mg; 4,790 mg Substanz: 12,660 mg; 138,470 mg CO, und 3,930 m, 
bzw. 4.210 mg H,0O. 

CegH2gO03. Ber.: C = 76,9%, H 10.2%; 
gef.: C 70,0 75, 106 Yoo 9,76%, 9,84%. 

3,280 mg Substanz: 2,020 mg AgJ. Ber.: 8,3°, OCHs; gef.: 8,14 

Bestimmung des Verseitungs-aquivalentes: 0.4337 g Ester und 25 cc: 
n 10 alkoholische KOH wurden 8 Stunden am RiickfluBkiithler gekocht 
Die Titration ergab einen Verbrauch von 5,0cem KOH. (Ber. fiir MG. 374 
11.6cem.) Die titrierte Lésung wurde starker alkalisch gemacht und dr 
mal ausgeathert. Der Riickstand wog 205mg. Er bestand aus rein weibe: 
Niidelchen. F. 247°; Mischschmelzpunkt mit reinem Ester: 248°. 


b) Acetylierung der Rhetinsaure. 
5g Saure, 25cem Essigsiureanhydrid und 5g wasserfreies Na-acetat 
wurden 15 Minuten gekocht, die Lésung in Wasser gegossen, der kérnigy 
Niederschlag abgesaugt, getrocknet und aus Dioxan umkristallisiert 


IF. 317 bis 318° korr. (Sintern bei 316°.) 


8.3 mg in 5 cem Chloroform, | %]};’ !- 144,69 (2-dm-Rohr, « 1. (),48°), 


Zur Analyse wurde bei 100° im Hochvakuum getrocknet. 
4,538 mg Substanz: 12,410 mg CO, und 3,802 mg H,O. 
C.sH.,0,. Ber.: C 74,6°%, H = 9,45%; 
gel.: C = 74,6%, H = 94%. (Karrer: C 74,.8°,.H 9,6 ‘ 
Acetyl-rhetinsdure-meth ylester. 2g Acetylprodukt werden mit Diazo 
methan verestect. Aus lsopropylalkohol oder Benzin (Kp. 70°) fettglanzend 


Trapeze, die oft einseitig gekerbt waren. F. 299 bis 300°. [«]}; + 147,6' 
(6,l mg in 10 cem Benzol, 2-dm-Rohr, « + 0,18°). 


4,870 mg Substanz: 13,450 mg CO, und 4,110 mg H,O. 
CosH 40, Ber.: C = 75,0%, H = 9,6%; 
gef.: C 75,3%, H 9,4° 
7,.7mg verbrauchten 1,6cem n/10 NHySCN und lieferten 41,7 mg Ag J! 
Ber.: OCH, 7,6 %, get.: OCH, (Sa (& oe 
3,401 mg Substanz: 1,960 mg AgJ. OCH, 76%. 


0.200 mg Substanz: 3,040 mg Campher: 4 60°. MG. 440. 
0.271 mg Substanz: 3,680 mg Campher: 4 C7". Seer. 441. 
0,108 g Substanz: 10cem Benzol: A 0,114°. MG. 427. 


ec) Versuch zur Carbinolbildung. 
x) 1g Rhetinester wurde mit 1,5 g Brombenzol sowie 0,22 g Mg in 
30 ecm absoluten Ather versetzt; die Lésung wurde wie gewohnlich aut 
gearbeitet (nur wurde statt des Athers zum Extrahieren des Reaktions 
produktes Chloroform verwendet) und der Riickstand aus Alkohol un 
kristallisiert. Zentimeterlange Nadeln. F. 252°; Mischprobe mit dem Aus 
gangsmaterial F. 252°. 


' Das bei der Methoxylbestimmung erhaltene AgJ wurde abfiltriert, 
im Filtrat der SilberiiberschuB titriert; so wurden die zwei korrespon- 
dierenden Methoxylwerte gewonnen. 





nz 


in 4 
Benz 
kraft 
auf 
stan 
Anre 
des 


kein 


Kate 
sechs 
Was: 
Rhet 


und 

24581 
dure 
stant 
wurd 
Der 

Uml 
Mise 
Ausg 
umki 
ester 


Fises 
Wass 
wurd 
ein 

siert« 
unte} 
Reak 


fluB 
farbu 
Fall. 
Prisn 
Ausg 
weise 
auftr 
Oxyd 
Bi 











Enzymatisches Verh. von Glucuroniden und tiber Glyeyrrhizinséaure. 307 


B) Zu einer Grignard-Lésung aus 5,6¢em Brombenzol und 1,25 ¢ Mg 
in 40cem absolutem Ather wurden 4g Rhetinester in 30 cem absolutem 
Benzol hinzugefiigt. Zunachst entstand ein grauer Niederschlag, der beim 
kraftigen Umschiitteln fast ganz verschwand. Nach dreistiindigem Kochen 
auf dem Wasserbade wurde das Lésungsmittel abdestilliert und der Riick- 
stand noch 8 Stunden auf dem Wasserbade trocken weiter erhitzt. Beim 
Anreiben des braunen Sirups mit Alkohol schied sich etwa die Halfte 
des Ausgangsmaterials wieder kristallinisch ab; aus dem Filtrat konnte 
keine definierte Substanz mehr isoliert werden. 


d) Katalytische Hydrierung. 

0,2 g Rhetinester wurden in 10 ccm Eisessig gelést und mit 1g Pd- 
Katalysator versetzt. Der Wasserstoffverbrauch war minimal. Nach 
sechsstiindigem Schiitteln wurde das Pd abfiltriert und die Substanz mit 
Wasser gefallt. Aus Alkohol umkristallisiert, F. 251°; Misechprobe mit 
Rhetinester: 252°. 

e) Oxydationsversuche. 

a) Mit KMnO,. 2g Rhetinséure wurden in 200 cem Aceton geldst 
und unter dauerndem Riihren mit 5g Permanganat behandelt. Nach 
24 Stunden wurde mit Wasser verdiinnt und das iiberschiissige K MnO, 
durch SO, reduziert. Vom Braunstein wurde abfiltriert und der Riick- 
stand dreimal mit siedendem Wasser ausgezogen. Die vereinigten Filtrate 
wurden auf dem Wasserbad eingeengt und sodann mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Riickstand des Atherextraktes kristallisierte erst nach dreimaligem 
Umlésen aus Aceton unter Zugabe von wenig Wasser in Tafeln. F. 278°; 
Mischprobe mit Rhetinséure: 281 bis 283°. 

Da sich noch keine sichere Entscheidung dariiber treffen lieB, ob 
Ausgangsmaterial vorlag, wurden 100 mg mit Diazomethan verestert. Der 
umkristallisierte Ester schmolz bei 253°; Mischprobe mit reinem Rhetin- 
ester: 253°. 

8) Mit Chromsaéure. 1. 1g Rhetin-ester wurde in 10 cem siedendem 
Fisessig gelést, mit einer L6sung von 1 g CrO, in 5cem Eisessig und | ccm 
Wasser vermischt und 2 Stunden am RiickfluSkiihler erhitzt. Hernach 
wurde mit Wasser verdiinnt und ausgeaithert. Der Riickstand des Athers, 
ein gelbes Harz. wurde in Methanol gelést. Nach 1 Tage kristalli- 
sierten 10mg in derben Oktaedern aus. Diese wurden aus Methanol 
unter Zufiigung von etwas Aceton umkristallisiert. Prismen. F. 242°. 
Reaktion neutral. 

4,776 mg Substanz: 13,470 mg CO,, 4,080 mg H,O. 
CyH..0,. Ber.: C= 77,4%, Hi O72 %3 
gef.: C€ 76.9%, H 9,6 %. 


2. 1g Acetyl-rhetinsiure wurde mit 1 g CrO, '/, Stunde unter Riick- 
fluB gekocht. Wahrend beim Ester sofortiges Aufschiumen und Griin- 
farbung der Lésung eintrat, war dies hier erst nach langerer Zeit det 
Fall. Die mit Wasser verdiinnte Lésung lieferte im Eisschrank glitzernde 
Prismen (0,7 g), die sich durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt als 
Ausgangsmaterial zu erkennen gaben. Oxalsiéiure lieB sich nicht nach- 
weisen, wahrend sie bei der Oxydation des Esters mit CrQO, reichlich 
auftrat; dies ist ein Zeichen dafiir, daB die Acetylverbindung gegen die 
Oxydation resistenter ist. 
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f) Dehydrierung mit Cu-Bronze. 


3g Rhetin-ester wurden mit 6g Bronze im Mo6rser verrieben und in 


einem mit Steigrohr versehenen Kolben im Metallbade langsam auf 300 
erhitzt. Diese Temperatur wurde | Stunde innegehalten; dabei schluge: 


sich am Kolbenhals braune Trépfchen nieder, und es trat ein deutliche: 


Eukalyptusgeruch auf. Nach dem Erkalten wurde mit Chloroform ex 
trahiert. das Lésungsmittel abgedampft und der schwarze Sirup mit M 
thanol nebst wenigen Tropfen Aceton angerieben. Die Masse erstarrte sofort 


Man kristallisierte aus Propylalkohol unter Zusatz von etwas Athanol um 


und erhielt so in Blattern angeordnete Prismen. F. 240°. [a] t+ 181,5 
(19,4mg in 2 cem eines Dioxan-Aceton-gemisches, 2-dm-Rohr, x + 3,52°) 


Ausbeute: 1,2 g. 
Die Substanz war in Aceton und Chloroform leicht, in Dioxan seh: 


schwer léslich. Die Kristalle waren, obwohl schwach braun angefiarbt. 


sofort analysenrein. 
70mg CO, und 4,450 mg H,O. 
3,235 655 
3.811 590 ,, AgJ (nach der NCH,-Methode). 
Cy,.H;,0;. Ber.: C = 77,4%, H 9,7%, OCH, = 8.3%; 
gef.: C 17,3 %, H 9,7%, OCH, = 6,8, 8,9%. 


5,142 mg Substanz: 14,! 
1,¢ 
2; 


g) Einwirkung von Brom. 


5,0 cem Brom wurden in 40 cem Chloroform gelést. Zu einer Lésung 
von 2,5g Rhetinester in 20 cem CHCl, lieB man die Bromlésung tropfen- 


weise zuflieBen. Es entwickelte sich massenhaft H Br, und die Bromfarbe 


verschwand allmahlich. Erst nach Zugabe von 20 ccm hielt sich die Farbe 
iiber 1 Stunde. Man fiigte jetzt den Rest der Bromlésung hinzu und lief 
24 Stunden stehen. Dann wurde im Vakuum eingeengt und im Exsikkator 
iiber KOH getrocknet, bis keine HBr-Dampfe mehr entwichen. Der 
braune Sirup kristallisierte trotz mannigfacher Versuche (Anreiben mit 
Eisessig, asap u. a.) nicht und wurde daher im Hochvakuum destilliert. 
Dabei gingen 1,2 g einer schwachbraunen Fliissigkeit tiber, die stark zu 
Tranen reizte. Sie wurde noch zweimal im gewohnlichen Vakuum de- 
stilliert, wobei sie unter 14mm Druck zwischen 80 bis 85° siedete. Aut 
Zugabe von Br, fand keine Entfarbung statt; die Substanz (asymmetrisches 
Dibromaceton) war also gegen Brom gesattigt. Sie erstarrte auch bei — 20° 
nicht, was das isomere symmetrische Dibromaceton tut. 

4,971 mg Substanz: 2,970mg CO, und 0,800 mg H,O. 

3,134 ,, + : 2,323 mg Bry. 


OCH,-Bestimmung: vollig negativ. 


C,H,O Brg. Ber.: © = 76; 7%, i = 1,85%, Br 74,0 %3 
got.: .C = 16,3%,.H = 1,8%,. Br = 74,1% 


> ,, AgJ (nach der gewohnlichen Methode), 
) 
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Uber das Emulsin der Hagebutten (rosa canina). 


Von 


Ed. Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1933.) 


Das bekannteste Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Emulsin 
sind die Kerne einiger Rosaceen, namlich der sien und_ bitteren 
Mandeln; aus den Kernen der Aprikosen und Pflaumen wurde eben- 
falls das Ferment wiederholt hergestellt. In zahlreichen Untersuchungen 
haben EF. Bourquelot, H. Hérissey' u.a., insbesondere L. Rosenthaler? 
nachgewiesen, daB fast bei allen Arten der Rosaceenfamilie sowie bei 
einer Reihe von Vertretern nicht verwandter Familien Emulsin in den 
Kernen und auch in anderen Pflanzenteilen enthalten ist. In diesen 
Fallen erstreckte sich indessen die Untersuchung nur auf den Nachweis 
einer Spaltung von Amygdalin, d. h. auf das Vorhandensein der Oxy- 
nitrilase und der #-Glucosidase. Durch die Untersuchungen von 
H. Hérissey wurde das Vorkommen einer f-Galaktosidase in Emulsin 
bekannt; allerdings ist diese hydrolysierende Wirkung auf f-Galaktoside 
um ein Vielfaches geringer als diejenige auf B-Glucoside. Das Verhaltnis 
der beiden Hydrolasen ist jedoch bei den haufig untersuchten Emulsinen, 
dem der Mandeln und Aprikosen, bemerkenswerterweise konstant, ganz 
gleich ob man es mit einem rohen oder weitgehend gereinigten Ferment- 
praparat zu tun hat; das ergibt sich besonders aus den neueren 
Untersuchungen von B. Helferich und Mitarbeitern®. Durch A. Brachin* 
und M. Mougne® ist das Vorkommen von f-Galaktosidase auch in den 
Samen verschiedener anderer Vegetabilien nachgewiesen. Merkwiirdiger- 
weise aber ist in der Literatur keine Angabe iiber das Vorhandensein 
von Emulsin bei dem bekanntesten Vertreter der Rosaceen, bei der 
wilden Rose (rosa canina) zu finden. Die Friichte derselben (in bota- 
nischem Sinne Scheinfriichte) enthalten etwa zehn NiBchen und diese 
in einer dicken Schale einen kleinen Kern. Werden diese Ni&chen 
nach sorgfaltiger Reinigung und Trocknung gemahlen, mit Ather ent- 
fettet und dann einer Behandlung mit n/20 NH, unterworfen, wie dies 


! Literatur siehe bei C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., 1, 590, 1925. — ? L. Rosenthaler, Arch. d. Pharm. 251, 56, 1913. 
— 3% B. Helferich, R. Gootz u. G. Sparmberg, H. 205, 201, 1932; B. Helferich 
u. H. Appel, ebenda 205, 231, 1932. — 4 A. Brachin, J. de Pharm. Chim. 
[6] 20, 195, 300, 1904/05. — > M. Mougne, ebenda [7] 15, 339, 1917. 
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R. Willstatter und W. Csdnyi' fiir die Bereitung von Emulsin aus den 
bitteren Mandeln empfohlen haben, so erhailt man ein Fermentpraparat 
das eine nur sehr schwache, praktisch bedeutungslose Wirkung auf B-Gluco 
side ausiibt, B-Galaktoside jedoch weitgehend zu spalten vermag. Benutz' 
man als Substrat zwei analog zusammengesetzte Glykoside, das 
f-Phenol-d-glucosid und das $-Phenol-d-galaktosid, so tritt bei eine: 
Spaltung des Galaktosids zu 70% eine Zerlegung des Glucosids zu 


nur 3% ein. 

Von den bekannteren Emulsinen der Mandeln, der Aprikosen und 
Pflaumen ist das Hagebutten-emulsin demnach vollig verschieden, ob- 
gleich nach der botanischen Systematik die Mutterpflanze zur selben 
Familie zihlt. Das Verhdltnis von B-Glucosidase zu B-Galaktosidase. 
das im gewoéhnlichen Emulsin weitgehend zugunsten des erstgenannten 
Ferments liegt, ist hier nicht nur umgekehrt — wie dies fiir die Lactose- 
hefen von C. Neuberg und E. Hofmann*® schon beschrieben wurde 
sondern es ist fast nur noch -Galaktosidase nachzuweisen. Die fiir di: 
Fermentwirkung giinstigste Wasserstoffionenkonzentration liegt bei 
pu = 5 fiir B-Phenolgalaktosid als Substrat. 


Versuche. 
A. Herstellung von Emulsin aus den Hagebutten. 

Eine gréBere Menge NiiBchen aus reifen Friichten wurde nach sorg 
faltiger Reinigung mit Sodalésung, Wasser und Alkohol im Exsikkatoi 
getrocknet, grob gemahlen und wiederum 24 Stunden im Exsikkator auf 
bewahrt. Nachdem das grobe Pulver mit der dreifachen Menge Athe1 
entfettet und abermals sorgfaltig getrocknet und fein gemahlen war, erfolgte 
die weitere Verarbeitung zur Herstellung des Ferments nach der Vorschrift 
von Willstdtter und Csdnyi (a. a. O.). 

250 g des feinen Pulvers wurden in 500 cem n/20 NH,-Lésung suspen 
diert, in einer 1,5-Liter-Flasche 5 Stunden geschiittelt und dann zentrifugiert 
Der nicht in Lésung gegangene Anteil wurde nochmals mit 250 cem derselbet 
Fliissigkeit angerieben und wiederum durch Zentrifugieren abgetrennt 
Die beiden erhaltenen klaren Fliissigkeiten wurden bei Zugabe von 10°, iger 
Essigsaure bis zur schwach sauren Reaktion triibe. Nachdem auch diese: 
Niederschlag durch Zentrifugieren entfernt worden war, wurde die Ferment 
lésung unter andauerndem Riihren zum vierfachen Volumen absoluten 
Alkohol gegeben und das nunmehr ausgeschiedene Emulsin durch Absauge! 
auf der Nutsche isoliert, mit Ather gewaschen, sowie im Exsikkator iibe 
Caleiumchlorid getrocknet. Ausbeute: 1,8 g¢ weiBgraues Pulver. 


B. Vergleichende Versuche tiber die Einwirkung des Hagebutten-emulsins au! 
B-Phenol-d-galaktosid und [-Phenol-d-qlucosid. 

Die Ansatze enthielten in 20 cem Gesamtvolumen je 0,1 g Hagebutten 

emulsin und je 0,2g Substrat. Als Pufferlésung dienten je 5eccm eine- 


1 R. Willstdtter u. W. Csdnyi, H. 117, 172, 1921. — ? C. Neuberg u. 


E. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 450, 1932. 
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Gemisches von 2 Teilen m/5 Natriumacetatlésung und | Teil m5 Essig- 
saure (pH 5). Zwei Versuche ohne Zugabe von Ferment lehrten, daB beide 
Substrate bei der durch die Pufferlésung hergestellten Aziditéit nicht ge- 
spalten werden. Ein Versuch mit dem Emulsin allein ohne Substrat diente 
zur Bestimmung der Reduktionskraft der Fermentlésung. Alle Anséatze 
wurden nach Zufiigung von je 0,2 ccm Toluol bei 37° aufbewahrt. Das ver- 
wendete #-Phenol-glucosid war im Hochvakuum iiber P,O,; getrocknet 
worden und frei von Kristallwasser. 


Versuch 1: 0,1 g Ferment, 5cem = Pufferlédsung, 15 c¢em H,O, 0,2 cem 
Toluol. 
I]: 0.lg Ferment. 5cem Pufferldsung, 15cem H,O, 
Toluol, 0,2 g $-Phenolglucosid. 
0,1 g Ferment, 5cem Pufferlédsung. 15 cem H,0O. 
Toluol, 0,2 ¢ /-Phenolgalaktosid. 
0.0 g Ferment, 5cem Pufferlésung, 15ccem H,0O, 
Toluol, 0.2 ¢ /-Phenolglucosid. 
» 


0.0 g Ferment. Scem Pufferlésung, 15 cem H,O, 0,2 cem 


Toluol, 0.2 g Phenolgalaktosid. 


Nach 5, 20 und 40 Stunden wurden Proben von je 5 cem entnommen 
und die durch das Enzym in Freiheit gesetzten Zucker mit Fehlingscher 
Mischung bestimmt. Die aus 5ccm erhaltenen Kupfer- und die ihnen 
entsprechenden Zuckermengen nebst den daraus berechneten Spaltungen 
ergeben sich aus folgender Tabelle: 





Daraus berech- 
net sich eine 
Nach | i oo eae Cae Spaltung in ° 9 

Stunden II Ill IV ; bei Versuch 


lieferten je 5cem Liésung aus Versuch 


mg Cu mg Cu mg Zucker mg Cu mg Zucker mg Cu | mg Cu Il Hl 


5 0 0 ) 10,9 5,7 0 0 0 16,2 
20 0 2, : 47.6 25 0 0 $4 | 71,4 
40 0.6 4, 56.6 30 0 0 54 85,5 


C. Weitere Versuche mit Hagebutten-emulsin und verschiedenen Substraten. 

Die Versuche wurden in gleicher Weise angestellt, wie dies unter Bb. 
beschrieben ist. Die Fermentmengen und die Pufferlésungen waren die selben, 
das Gesamtvolumen betrug jedoch nur 10 cem, so daB die Ferment konzentra- 
tion doppelt so groB war. 


Versuch I: 0.1 g Ferment, 5cem Pufferlésung. 5cem H,O, 0,1 cem 


Toluol. 


Il: 0,1 g Ferment, 5cem Pufferlésung, 5eem H,O, 

Toluol, 0,1 g /-Phenolgalaktosid. 

0,lg Ferment, 5cem Pufferlésung, 5cem H,0O, 
Toluol, 0,1 g £-Phenolglucosid. 

0,1 g Ferment, 5cem Pufferl6sung, 5cem H,O, 0,1 cem 
Toluol, 0.2 g Salicin. 

0,0 g Ferment, 5cem Pufferlésung, 5cem H,0O, 
Toluol, 0.1 g fB-Phenolglucosid. 

0,0g Ferment, 5cem Pufferl6sung, 5cem H,0O, 
Toluol, 0,2 g Salicin. 
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Die Ansaétze wurden bei 37° aufbewahrt. Der nicht in Lésung x 
gangene Anteil des Enzyms war nach 2 Stunden sedimentiert.  Filtriert 
Proben der iiberstehenden Lésung dienten nach dieser Zeit zur Bestimmun, 
der optischen Drehung der einzelnen Versuchslésungen und je 1 cem de: 
selben zur Ermittlung der Reduktionskraft. Mit Ausnahme von Versuch || 
war die Drehung unverandert, und die Probe mit Fehlingscher Lésung fie! 
negativ aus; es war also keine Spaltung eingetreten. Bei Versuch || 
(P-Phenol-d-galaktosid) wurde die Drehung nicht mehr bestimmt. Nac/ 
7 Tagen zeigten die filtrierten Lésungen bei Versuchen I, III], IV ein 
schwaches Reduktionsvermégen und eine geringe Anderung der optische: 
Drehung. 

Versuch I] wurde wegen der raschen Spaltung des zugesetzten /-Pheno! 
galaktosids bereits nach 24 Stunden abgebrochen. Ein Kontrollversuch mit 
diesem Substrat ohne Ferment eriibrigte sich, da die Bestandigkeit de- 
f-Phenol-d-galaktosids ftir diese Versuchsdauer schon unter B. (siehe §. 
311) bewiesen worden ist. 

In der folgenden Tabelle sind die nach 7 Tagen eingetretenen Drehungs 
anderungen und (bei Versuch II schon nach 24 Stunden) die aus je 5 cem 
der Versuchslésung mit Fehlingscher Lésung erhaltenen Cu- bzw. Zucke1 
mengen sowie die daraus berechneten Spaltungen in Prozenten verzeichnet 





ergaben je 5 cem filtrierter Daraus | Die filtrierte Lisung dreht in 
Bei Lésung nach 7 Tagen berechnet sich | 1 dm Rohr nach 
Versuch - eine Spaltung | ee 
mg Ca mg Zucker in %o9 2 Stunden 7 Tagen 








I 44 0 0,0° + 0,01° 


II 69,8 * 35,3* 100 * —- 
IT 8,6 1,9 is — 0,70° — 0,56° 
IV 9,3 2,25 8 — 1,30° — 1,16° 
V 0 0 — 0,70° — 0,70° 
VI 0 0 — 1.30° ee 


* In diesem Falle nicht erst nach 7 Tagen, sondern nach 24 Stunden. 


D. Bestimmung des py-Optimums fiir die Spaltung des B-Phenol-d-galaktosids 
durch Hagebutten-emulsin. 

' Vier Ansatze enthielten in 5cem Gesamtvolumen je 0,05 g /-Phenol 
d-galaktosid, 2cem H,O, 1 Tropfen Toluol und 3 ccm einer m/5 Acetat- 
bzw. Phosphat-pufferlésung von verschiedenem py. Nach 18 Stunden 
wurde jeder der bei 37° vorgenommenen Versuche unterbrochen, die 
Lésung filtriert und mit je 3ccm derselben die Reduktion gegeniibe: 
Fehlingscher Mischung festgestellt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der einzelnen Ansaétze und die aus 
je 3ccm Versuchslésung erhaltene Cu-Menge ist aus nachstehender Tabell 
zu ersehen: 





: : mg Cu aus 

Versuch 3ecem Lisung 
I 20.8 

Il f 20,1 

1 15,9 

IV 5.5 


Die gréBte Spaltung erfolgte demnach bei einer Wasserstoffionen- 
konzentration von py etwa 5. 
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Uber die phosphorylierten Zwischenprodukte 
und die letzten Phasen der alkoholischen Girung'. 


Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling?. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 13, Oktober 1933.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die weitgehende Analogie zwischen der Milchséurebildung und der 
alkoholischen Garung hat sich bei jedem Fortschritt in der Erkenntnis 
des Chemismus dieser Spaltungen aufs neue bestatigt: so bei der Auf- 
findung und chemischen Aufklarung des Co-Fermentsystems, bei dem 
Studium der Kinetik der Veresterung und der Spaltung der Zucker 
und in der Charakterisierung der beim Umsatz auftretenden Phosphor- 
sdureester. Hin Unterschied tritt aber zutage, der mit dem Auftreten 
der verschiedenen Endprodukte zusammenhangen mu8: Im zellfreien 
Hefeextrakt gibt es vor der Periode maximaler Gargeschwindigkeit 
die Phasen der Angarung, die Induktionsperiode und den Garanstieg. 
Diese Angaérungsphasen werden durch Zugabe von Acetaldehyd sehr 
stark abgekiirzt. Nun besitzt andererseits die Hefe eine sehr wirksame 
Carboxylase, durch die Brenztraubensaure in Acetaldehyd und Kohlen- 
sdure gespalten wird. Nimmt man an, daB bei der alkoholischen Garung 
intermediar Brenztraubensaure auftritt, so ist es naheliegend, die akti- 
vierende Wirkung des Acetaldehyds auf seine Rolle als Intermediar- 
produkt zu beziehen, indem durch Zusatz der Substanz die fiir den 
Garanstieg maBgebende Konzentration dieses Zwischenproduktes erhéht 
wird. Bei der Milchséurebildung im Muskelextrakt fehlen die Phasen 
der Angérung und der Einflu8 des Acetaldehyds. Auch ist im zell- 
freien Muskelextrakt keine Carboxylase nachweisbar. Da infolgedessen 
der Acetaldehyd bei der Milchséurebildung nicht als Zwischenprodukt 
auftritt, fehlen die auf seine Anwesenheit zu beziehenden Spaltungs- 
phasen. 

! Vorliufige Mitteilung Nature 132, 337, 373, 1933. Vortrag im Bio- 
chemical Inst., Cambridge University, Juli 1933. — * Stipendiat der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
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Nachdem das von Embden'! aufgestellte neue Schema der Milch 
sdurebildung des Muskels in den Arbeiten aus unserem Institut weit 
gehend verifiziert werden konnte, liegt die Frage nahe, wie die letzten 
Stadien der alkoholischen Garung verlaufen, und ob sich ein analoge: 
Schema der alkoholischen Gérung aufstellen léBt, das die oben e1 
wahnten Unterschiede von Milchséurebildung und alkoholischer Garuny 
erklart. Wir haben deshalb dieselben Methoden, die wir in der voran 
gegangenen Arbeit? zum Studium der Zwischenreaktionen der Mile! 
saurebildung im Enzymextrakt des Muskels benutzt haben, auf den 
Hefemazerationssajt angewandt und sind dabei auf neue Géarungs 
gleichungen gestoBen, aus denen sich ein solches Schema der alkoholi 
schen Garung ergibt. Eine Vorarbeit in dieser Richtung ist in eine: 
Untersuchung von Nilsson? enthalten. Nach diesem Autor kann Trocken- 
hefe in Gegenwart von Natriumfluorid Glucose verestern, wenn gleich 
zeitig Hexosediphosphat anwesend ist, und diese Veresterung wird 
durch Acetaldehyd gesteigert. Dabei wird der Acetaldehyd zu Alkoho! 
reduziert, wahrend gleichzeitig Glycerinsiure-monophosphorsaéure (Phos 
phoglycerinsaéure) auftritt. Der Reaktionsmechanismus dabei wurde in 
quantitativer Hinsicht nicht niher untersucht, doch erértert der Autor dic 
Méglichkeit, daB die Phosphoglycerinséure durch Oxydation von Hexose- 
monophosphorséure oder Glycerinaldehydphosphorséure entstiinde 

Bei der Einwirkung von Hefemazerationssaft auf Hexosediphosphat 
in Gegenwart von Natriumfluorid entsteht, wie Lohmann* fand, ein 
schwer hydrolysierbarer Ester, ahnlich wie im Muskelextrakt. Dic 
Untersuchung dieses Esters ergibt, wie schon in der vorhergehenden 
Arbeit erwahnt, daB es sich ebenso wie dort um ein annéhernd aqui- 
molekulares Gemisch von Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphor- 
siure handelt. Die Phosphoglycerinséure, zu frischem Mazerationssaft 
zugesetzt, zerfallt auf dem Wege iiber Brenztraubenséure in Acetaldehyd 
und CO,*. Dieser Vorgang wird aber durch «-Glycerinphosphorsaure 
nicht beeinfluBt. Diese letztere reagiert auch mit keinem anderen bei 
der Garung auftretenden Zwischenprodukt, vor allem nicht mit Acet- 
aldehyd, so daB sie, im Gegensatz zur Milchsiurebildung, hier kein 
echtes Zwischenprodukt, sondern ein Stabilisierungsprodukt darstellt. 
Diese Beobachtung veranlaBte uns, die Reaktion naher zu erforschen, 
durch die der Acetaldehyd zu Alkohol reduziert wird und das vor de: 


Glycerinphosphorséure gelegene Intermediarprodukt aufzusuchen, das 
dabei der Oxydation unterliegt. 


1 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. — 
2 Diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — * Ark. for Kemi, Mineral. 0. Geol. LOA. 
Nr. 7, 1930; vgl. auch diese Zeitschr. 258, 198, 1933; Svensk kemisk 
Tidskr. 45, 129, 1933. — 4 Diese Zeitschr. 222, 324, 1930. — * Vgl. auch 
Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933. 
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Methoden. 


Die quantitative Bestimmung der «-Glycerinphosphorséure sowie der 
Veresterung und der Menge des schwer hydrolysierbaren Esters geschah wie 
in der vorangehenden Arbeit. 


Phosphogly cerinsiure. 


Die Bildung von Phosphoglycerinsdure wurde meist manometrisch! 
bestimmt. Entsteht diese Saure in bicarbonathaltiger Loésung aus Glucose 
oder Hexosediphosphorsiure, so tritt mit der Carboxylgruppe eine neue 
Saéurevalenz auf, die Kohlensiure austreibt. Damit die Reaktion durch 
das Bicarbonat nicht zu alkalisch und die Saureretention zu groB wird, 
wird der Gasraum mit reinem CO, gefiillt. In diesem Falle ist bei einer 
Konzentration des Bicarbonats von 5. 10-*? mol. bei 28° das py der Lésung 
etwa 6,4; der Retentionsfaktor fiir fixe Saure in 2 cem doppelt verdiinntem 
Mazerationssaft 1,5, in vierfach verdiinntem, wie er meist verwandt wurde, 
etwa 1,24. 

AuBer diesem Retentionsfaktor ist noch die fiir Umlagerung, Synthese 
oder Spaltung der Phosphorséureester auftretende Veresterungskorrektur 
anzubringen, deren Gr6éBe sich aus der Differenz des Ky der betreffenden 
neu entstehenden und verschwindenden veresterten (bzw. freien) Phosphor- 
siure ergibt. Die Berechnung der Korrektur auf Grund des Verlaufes der 
Elektrotitrationskurven der verschiedenen Phosphorséureester ist schon 
in friiheren Arbeiten beschrieben*. Es ergab sich pK fiir anorganische 
Phosphorséure zu 6,82, fiir Robison- und Neuberg-Hexosemonophosphor 
saure zu 6,11; tir Harden-Youngsche Hexosediphosphorsaure (Mittel aus 
erster und zweiter Phosphorsiiuregruppe) zu 6,29, Glycerinphosphorséure 
zu 6,326**. In Abb. | sind die Elektrotitrationskurven fiir Phosphoglycerin- 
saure und Glycerinaldehydphosphorsiure wiedergegeben (Abb. 1). Fiir 
Phosphoglycerinséure betragt die entsprechende Dissoziationskonstante 
pK’, 5,98, fiir Glycerinaldehydphosphorsiure pK) 6,75. 

Die fiir die Messung verwandte Phosphoglycerinséure wurde aus dem 
im folgenden beschriebenen Bariumsalz mit der berechneten Menge 
Schwefelséure hergestellt. Die molare Konzentration betrug 0,0518 (aus 
der P-Analyse), die Lauge war 0,114n. Die Phosphoglycerinséiure war in 
3cem Flissigkeit gelést und wurde in der friiher beschriebenen Weise 
elektrotitriert. 


Die Glycerinaldehydphosphorséure (Praparat von H.0O. L. Fischer) 
wurde durch Zerlegung des Bleisalzes mittels Schwefelwasserstoff her- 
gesteilt. Die freie Saure wurde nach Vertreiben des H,S mit etwas Tier- 


' Methoden: O. Warburgs Stoffwechsel der Tumoren. Springer 1926. 

2 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395 u. 427, 1926; O. Meyerhof u. 
K. Lohmann, ebenda 185, 113, 1927. — ** Dieser Wert wurde seiner- 
zeit von O. Meyerhof u. J. Suranyi an einem Kahlbaumschen Praparat 
von glycerinphosphorsaurem Natrium gefunden, das, wie wir inzwischen 
festgestellt haben, nur §-Glycerinphosphorséure enthalt. Den gleichen 
pK{-Wert erhielt auch Morton (Quart. J. of Pharm. 8, 438, 1930; zit. 
nach Chem. Centralbl. 1, 1885, 1931). Wir fanden jetzt fiir gereinigte 
}-Séure innerhalb der Fehlergrenze denselben pA4,-Wert, namlich 6,34, 
dagegen fiir gereinigte «-Glycerinphosphorsaure pK’, = 6,44. 











316 O. Meyerhof u. W. Kiessling: 


kohle geschiittelt, die molare Konzentration war 0,0248, die Natronlauge 
war 0,0551 n. Zu Beginn der Titration betrug die Fliissigkeitsmenge 2 cen, 
Die Kurven sind fiir aquimolekulare Lésungen umgerechnet. 

Auf die friiher angegebene Weise berechnet sich bei py 6,4 fiir di 
Bildung von 10-* Mm Phosphoglycerinsiure aus Hexosediphosphorsaure ein 
Veresterungskorrektur von + 55cemm CQOg,, aus Glucose von + 110 emm 
CO,, wahrend fiir 0,01 Milliaquivalente Saéure 224cmm (CO, auftreten 
Andererseits ist die Veresterungskorrektur fiir Bildung von «-Glycerin- 
phosphorsaéure aus Hexosediphosphorsiure —18emm CO,. Fiir den Umsatz 
der Glycerinaldehydphosphorséure in Phosphorsiure und freie  Triose 
betragt die Veresterungskorrektur nur 10 bis 15cemm CO,, da der pK‘, 
Wert derselben dem der anorganischen Phosphorsaure fast gleicht. . 


Abb. 1. 
Elektrotitrationskurven 
von Phosphoglycerinsiure 4 
und Glycerinaldehydphos- 
phorsiure B. 

| Abszisse: py. 

ana Ordinate : Baseniquivalente. 

° © ungespaltene Phos- 
phoglycerinsiure. 

4 iquimolekulares 
Gemisch aus Phos- 
phorsiure und Gly- 

{ cerinsiure. 

x ungespaltene Gly- 
cerinaldehydphos- 
phorsiure. 

e——e gespaltene Glyce- 
| rinaldehydphos- 

1 phorsaure. 
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Die manometrische Methode versagt. wenn gleichzeitig noch ander 
Séuren auftreten. Das ist in dem mit Fluorid versetzten Mazerationssatt 
in.Gegenwart von Methylenblau der Fall, wobei offenbar aus den Hexoser 
direkt Saéure entsteht. 

Fernerhin kann die Phosphoglycerinséure in Mazerationssaften, dik 
als weitere Phosphorsdureester nur Hexosediphosphorsiure und Glycerin 
phosphorséure enthalten. noch bestimmt werden als Differenz der Gesamt 
menge schwer hydrolysierbaren Esters und der nach der Glycerinbestimmunyg 
berechneten Glycerinphosphorsaéure. Der schwer hydrolysierbare Este: 
ergibt sich als Differenz aus dem P-Veraschungswert und dem P-Wert nach: 
180 Minuten Hydrolyse in n HCl bei 100° ( 4;-_ 499). In Gegenwart 
von Hexosemonophosphat ist die Methode nicht anwendbar, da der hie: 
entstehende Gleichgewichtsester! (Robison-Ester) ebenfalls relativ schwe! 
hydrolysierbar ist. Eine etwas spezifischere Methode zum Nachweis de: 
Phosphoglycerinsaure laBt sich dadurch gewinnen, da’ man _ bei ebe! 
lackmussaurer Reaktion, unter Zusatz von Bariumacetat mit der zwe 
fachen Menge Alkohol die Phosphoglycerinsiure ausfallt, wahrend di 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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Glycerinphosphorsdure in Lésung bleibt. Der Niederschlag wird dann in 
n Salzsiure gelést und 3 Stunden bei 100° hydrolysiert, um die mitaus- 
gefallte Hexosediphosphorsiure zu zerstéren. Die Differenz des anorgani- 
schen Phosphats nach dreistiindiger Hydrolyse und nach Veraschung ergibt 
die vorhandene Phosphoglycerinsiure. Jedoch auch diese Methode ist 
in Gegenwart von Hexosemonophosphorsaéuren nicht anwendbar, da sie 
teilweise mitgefallt werden und dann in die Bestimmung des P-Wertes mit 
hineinkommen. 


Alkohol. 


Wenn Alkohol neben Acetaldehyd durch Reduktion von Bichromat- 
Schwefelséure bestimmt werden soll, mu®B der Acetaldehyd quantitativ 
entfernt werden. Nilsson benutzte hierfiir das von Gorr und Wagner? 


C0, 


Abb. 2. 


Destillierké:behen zur Bestimmung 
kleiner Mengen Alkohol in schiumen- 
den Fliissigkeiten 1/3 nat. Grite. 
a) Alkoholhaltiges Trichloressigsaure- Be acid: 

filtrat nach Zusatz von Dinitro- 


phenylhydrazin und Abfiltrieren pues 


des Aldehydhydrazons. 











b) Vorgelegte Bichromat-Schwefel- / c 
siiure. 





c) Wasserbad auf 70° erwa&rmt. be 














ad 


angegebene Verfahren, die Lésung mit frisch gefalltem HgO mehrere 
Stunden am RiickfluBkiihler zu kochen, ein Verfahren, das fiir Serien- 
bestimmungen kleiner Mengen Alkohol unbequem und verlustreich ist. Als 
geeignetes Mittel zur Entfernung des Acetaldehyds erwies sich uns die 
Fallung mit Dinitrophenylhydrazin nach Neuberg?. Um eine quantitative 
Ausscheidung des Acetaldehydhydrazons herbeizufiihren, wird die Lésung 
in zugeschmolzenen Roéhrehen '/, Stunde auf 70° erwarmt, dann '/, Stunde 
in Eis gekiihlt, sofort zentrifugiert und die iiberstehende Lésung zur Ent- 
ternung einzelner Kristallchen filtriert; das Filtrat, nach der Chromsaéure- 
methode gepriift, ist frei von Acetaldehyd. Die Bestimmung des Alkohols 
geschah unter Modifikation des Verfahrens von Widmark*, indem_ be- 
sondere Destillierkélbchen von beistehender Form (Abb. 2) mit 2 bis 3 cem 


1 Diese Zeitschr. 161, 488, 1925. — # Ebenda 2382, 479, 1931. — 
Ebenda 131, 473, 1922. 
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alkoholhaltiger Lésung in einen Wasserthermostaten von 70° gehang 
wurden und der Alkohol unter Aufblasen von CO, in die mit Kalium 
bichromat-Schwefelsiiure beschickte Vorlage iibergetrieben wurde. Ube: 
fiihrung von Mengen um | mg Alkohol war in 2 Stunden beendet. Dani 
wurden die Destillierrohre von oben nachgespult, die Lésung verdiinnt 
und nach Séureabstumpfung in iiblicher Weise mit n/100 Natrium 
thiosulfat titriert. Das Verfahren bewahrte sich insbesondere beim Trichlor- 
essigsaurefiltrat von Mazerationssaft, wo Durchleiten von Gas od 
Kochen der Lésung wegen des starken Schiumens undurchfiihrbar ist 


Belege. 
A. 
2cem Versuchslosung, bestehend aus 0,5 cem frischem Mazerations 
saft + 15d.W., mit lceem 40°,iger Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 ccm 


2ceem 1° Vig. 2,4-Di-nitrophenylhydrazin in 2n HCl, wie oben beschrieben 
2ecem zur Bestimmung benutzt. 


B. 


Ebenso, aber zu 1 cem Trichloressigsiurefiltrat noch 2mg Acetaldelyd 
zugesetzt. 


Nullwert von 3cem Bichromatschwefelsiure = 14.6 n/100 Na-Thiosultat 
Ae Das is 13,12 n/100 
B: ae 53 13,10 n/100 


Der Acetaldehyd ist also restlos entfernt worden. Die Differenz von A und 8 
gegeniiber dem Nullwert entspricht dem Alkoholgehalt des Mazeration- 
saftes. 

C. 

Ansatz ohne Mazerationssaft, wie A und B behandelt, vorgelegt 1.6 mg 
Acetaldehyd + 0,55mg Alkohol. Verbrauch 4,90 n/100 Na-Thiosulfat. 
0,55 mg Alkohol geben direkt 4,88 n/100 Na-Thiosulfat. 

Der Verbrauch des Acetaldehyds im Versuch kann an der Verringerung 
oder dem ganzlichen Ausbleiben der Fallung mit Dinitrophenylhydrazin 
erkannt werden. Quantitativ kann der Verbrauch des Acetaldehyds in 
der fiir Milchséiurebestimmung dienenden Anordnung gemessen werden. 
indem man einen Luftstrom durch den auf 80 bis 90° erwarmten Destillie: 
kolben saugt und den Acetaldehyd in Bisulfitlésung tibertreibt. Hier wird 
er auf gewohnliche Weise mit n/200 Jod titriert. Der Schwund des Acet 
aldehyds im Mazerationssaft ist immer gr6Ber als die Alkoholbildung, was 
zum ‘Teil durch Verfliichtigung in den iiberstehenden Gasrau™ beim 
Schiitteln in den ManometergefaBen, zum Teil durch Nebenreaktionen, wie 
Acetoinbildung erklart werden kann. Immerhin stimmt der Acetaldehyd- 
verbrauch mit der Alkoholbildung in den verschiedenen Versuchsansaétzen 
der GréBenordnung nach tiberein. 


Bestimmung der Essigsiure. 

DaB der Alkohol tatsaéchlich durch Reduktion und nicht zum Tei! 
durch Dismutation entstanden ist, 148t sich durch die Verfolgung der 
Essigséurebildung zeigen. Die Essigsiure wurde bestimmt nach P. T'read 
well!, Zunachst wird dafiir der Mazerationssaft am RiickfluBkihler gekocht. 


1 Quantitative Analyse 2, 317, 1923. 
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aun den Acetaldehyd zu vertreiben, und dann mit einer Aufschwemmung 
von 10°, Calerumhydroxyd versetzt, um das Fluorid zu entfernen. Nach 
Filtration wurde Phosphorsaéure bis zur kongosauren Reaktion zugegeben 
ind die Essigsiure mit Wasserdampf in eine Vorlage tibergetrieben. Der 
Blindwert in unserer Ausfiihrung fiir 0.5cem Mazerationssaft betrug 0.5 
n 100 Natronlauge. 

Zuckerbestimmung. 

Die Bestimmung des Zuckerschwundes geschah nach Enteiweifung der 
Versuchsansatze mit Natriumwolframat und verdiinnter Schwetelsaure 
nach der Methode von Shaffer-Hartmann. Benutzt wurde die Modifikation 
von Somogyi!, Titriert wurde mit n 100 Natriumthiosulfat. 


I. Fluoridversuche. 
A. Die Reaktion von Hexosediphosphat und Glucose in Abwesenheit von 
Acetaldeh yd. 
1. Umsatz von Hexosediphosphat allein. 

In einer mit 5. 10-?n Bicarbonat + 5. 10-2 n Natriumfluorid ver- 
setzten Lésung von vierfach verdiinntem Mazerationssaft findet man 
bei Zusatz von Natriumhexosediphosphat manometrisch einen Druck- 
anstieg, der sich in seiner Geschwindigkeit wenig unterscheidet von 
demjenigen, den man ohne Natriumfluorid unter sonst gleichen Um- 
standen erhalt. Im letzteren Falle beruht aber der Druckanstieg auf 
Kohlensaurebildung durch Garung, im ersteren Falle auf Kohlensaure- 
austreibung durch Bildung fixer Séure. Dies geht daraus hervor, dab 
im Ansatz mit Fluorid das anorganische Phosphat nicht zunimmt, im 
Gegensatz zu dem fluoridfreien Ansatz: ferner, daB man auf Grund 
von Ansduerungsversuchen die Gesamtmenge (gebundenen und freien) 
CO, in den Fluoridansatzen am Schlu8 unverandert findet und drittens, 
daB hier die Hexosediphosphorséure in schwer hydrolysierbaren Ester 
umgewandelt ist. In der Tat beruht die Saiurebildung auf dem Ent- 
stehen von Phosphoglycerinséiure. Dabei ist nur etwa die Halfte des 
schwer hydrolysierbaren Esters zu Phosphoglycerinsiure geworden, die 
andere Halfte aber, wie man aus Bestimmungen des gebundenen 
Glycerins ermittelt, zu Glycerinphosphorséure. In Tabelle I, A sind 
unter Nr. 1 und 2a, in Tabelle I, B unter Nr. 3 einige solche Bilanz- 
versuche von alleiniger Umwandlung des Hexosediphosphats wieder- 
gegeben. Man erkennt daraus, da der zugesetzte Ester schon nach 
1 Stunde sehr weitgehend, nach 2 Stunden so gut wie vollstandig 
umgewandelt ist. Dies hangt natiirlich von der Konzentration und 
Aktivitat der Extrakte ab. 

DaB sich in den Versuchen von Newberg mit Trockenhefe aus zu- 
gesetztem Hexosediphosphat beim Abfangen mit Sulfit neben Brenz- 
traubensiure oder Acetaldehyd als weiteres Dismutationsprodukt stets 


1 J. of biol. Chem. 70, 599, 1926. 
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freies Glycerin fand, aber nicht Glycerinphosphorsaure, liegt einfa: 

daran, daB ohne Fluorid die Glycerinphosphorsdure von Hefepraparate, 
und Mazerationssaéften rasch hydrolysiert wird. So wurde z. B. von 
leem Mazerationssaft in 4ccm Lésung aus Glycerinphosphorsiu 

mit 10mg P,O; in 30 Minuten 5mg P,O,;, in 2 Stunden 8,5 mg P,0. 
als anorganisches Phosphat abgespalten. Hierin unterscheidet sich de 
Mazerationssaft vom Muskelextrakt, wo «-Glycerinphosphorsaure nui 
sehr langsam hydrolysiert wird. Daher firidet man in diesem neben de: 
abgefangenen Brenztraubensiure stets «-Glycerinphosphorsiéure, im 
Hefeextrakt aber nur freies Glycerin, und auf der anderen Seit: 
x-Glycerinphosphorsiure nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Phosphoglycerinsiure, weil hier das Fluorid die Aufspaltung beider 
Phosphorsaureester verhindert. 


2. Umsatz von Hexosediphosphat und Glucose. 
In dem mit Fluorid versetzten Mazerationssaft wird Glucose allein 
nur ganz geringfiigig verestert. Soweit es tiberhaupt geschieht, diirften 
kleine Mengen praformierten Phosphorsaureesters fiir die Auslésung 
der Reaktion verantwortlich sein. Das wird ganz anders, wenn man noch 
Hexosediphosphat hinzugibt. Schon Nilsson beobachtete unter diesen 
Umstanden eine Veresterung der Glucose, ohne aber die quantitative 
Seite der Erscheinung zu untersuchen. Der Umsatz bei dieser Reaktion 
ist nun genau begrenzt: Es verestert eine dem zugesetzten He xosedi phos phat 
gerade dquivalente Menge, dann hért die Reaktion auf. Dabei wandelt sich 
gleichzeitig Hexosediphosphat und die veresterte Glucose in ein aqui- 
molekulares Gemisch von «-Glycerinphosphorséure und Phospho- 
glycerinsiure um. Es gilt demnach die Gleichung: 
1 Hexosediphosphorsaure + 1 Glucose -+- 2 Phosphorséure 


+ x ae (] 
2 «-Glycerinphosphorsaure -- 2 Phosphoglycerinsaure. 


Diese Reaktion verliuft erheblich rascher als die Umlagerung der 
Hexosediphosphorsaure allein. Manometrisch entspricht die Bildung 
von 10-? Mm Phosphoglycerinséure aus 1 Phosphorsdiure und !/, Glucose 
334cmm CO,, die Bildung von 10-? mol. x-Glycerinphosphorsaure 37 cmm 
CO,, waihrend die Bildung der gleichen Menge Phosphoglycerinsaure 
aus Hexosediphosphorsaure 280 cmm CQO,, die Bildung der Glycerin- 
phosphorsiure — 18 cmm CQ, ergibt. 

Ein manometrischer Versuch ist z. B. auf Abb. 3 mit Hexosedi- 
phosphat allein und mit verschiedenen iiberschiissigen Mengen Glucose 
wiedergegeben (vgl. auch Abb. 4, Kurven A und B). 

Den Umsatz mit verschiedenen Mengen Hexosediphosphat und Glucos¢ 
ersieht man vor allem aus Tabelle I, B, Nr. 4. Hier sind bei 14,2 . 10-* Milli 
aquivalenten Hexosediphosphat, unabhangig von der Menge zugesetzte: 
Glucose, 12.10-?Mm Phosphat neu verestert und etwa ebensoviel Mm 
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Glycerinphosphorsaure entstanden. Dabei ist in einem Falle nur 10 mg 
Glucose (11,2. 10-* Milliaquivalente) zugesetzt, die danach total verest: 
sind, bei 30 und 100 mg ist aber nicht mehr verestert und nur ganz wen 
mehr Glycerinphosphorséure entstanden. Bei Zusatz von 7,1 . 10-? Mil! 
aquivalenten Hexosediphosphat sind entsprechend 6,4 . 10-? Phosphorsaur 
verestert; wo 2,8 Milliaquivalente zugegeben werden, 3,25. 107? w 
3.9 . 10-? Mm Phosphorsaure verestert und immer etwa ebensoviel gebundenes 
Glycerin gebildet. Wenn manchmal etwas mehr verestert ist und auch etwas 
mehr Glycerinphosphorsaure auftritt, als der zugegebenen Hexosediphospho: 


Abb. 3. 
| Siurebildung in fluoridhaltigem Mazerationssaft 
| Abszisse: Zeit in Minuten. 
| 
' 
q 
| 
| 
| 
| 





Ordinate: durch fixe Séure ausgetriebene cmm 
CO. .0,5cem Hefeextrakt auf 2cem Gesamt- 
fliissigkeit. 

I. @ @ Zusatz von 12mg _  Hexosedi- 

phosphat. 
Il. o o dasselbe mit 4 mg Glucose 
Ill. o ° = eo 8» ° 


IV. x x i 9 12 ” 


. ee 7 Der Umsatz ist von einem gewissen Punkt an 

Minuten von der Glucosemenge unabhingig. 
séure aquivalent ist, so diirfte dies, abgesehen von der Versuchsgenauigkeit, 
daran liegen, daB auch ohne Glucose noch eine Extraveresterung von héheren, 
im Mazerationssaft befindlichen Kohlenhydraten statttindet. Jedenfall- 
ist die Ubereinstimmung der Versuche mit der angegebenen Gleichung 
sehr auffallig. DaB der Umsatz in der Versuchszeit von 2 Stunden vol! 
standig ist, ergibt sich fiir die Ansaétze Versuch 4a, 4b und 4c daraus. 
daB hier auch die Werte fiir 45 Minuten bestimmt wurden und fast dieselben 
wie nach 120 Minuten waren. 

DaB bei dem hier ablaufenden ProzeB Hexosediphosphat und Glucose 
gleichzeitig reagieren und dabei ein aquimolekulares Gemisch voi 
Glycerinphosphorsiure und Phosphoglycerinsiure entsteht, ergibt sich 
aus Versuch 5, Tabelle I, B, wo der Umsatz nach 3, 7 und 40 Minuten 
bestimmt ist. Nach 3 Minuten sind 5,2. 10-? Mm schwer hydrolysier- 
baren Esters entstanden, bei 3,1 . 10-2 Mm Veresterung und 2,9 . 10-2Mm 
Glycerin. Daraus berechnen sich 2,3Mm_ Phosphoglycerinséur 
Ahnlich ist die Berechnung fiir 7 und 40 Minuten, wobei stets etwa- 
zuviel Glycerin gefunden wird. Am SchluB sind zu 5,8. 10-7 Mm 
Hexosediphosphat noch 7,6.10-?Mm Phosphat verestert und 13, 
. 10-? Mm schwer hydrolysierbarer Ester wiedergefunden. DaB es sich 
hier um Phosphoglycerinsiure neben der Glycerinphosphorsaure handelt 
ergibt sich eindeutig aus den chemischen Bestimmungen, aber berechnet 
sich auch aus manometrischen Versuchen. Als Beispiel mag Tabelle J, A 
Versuch 2b dienen, wo sich aus dem Druckanstieg 7,6 .10-* Phospho 
glycerinsiure berechnen, bei 6,3 .10-?Mm gebundenem Glycerin. 


B. Die Reaktion von Hexosediphosphat, Glucose und Acetaldehyd. 


Bei Anwesenheit von Acetaldehyd wird der Reaktionsverlau! 
volistandig geindert. Dies macht sich manometrisch durch eine vie! 
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vr6Bere Saurebildung bemerkbar: dabei ist der Umfang der Séaure- 
bildung jetzt nicht mehr von dem zugegebenen Hexosediphosphat 
abhangig, sondern vielmehr (abgesehen von den kleinsten Konzentra- 
tionen Hexosediphosphorséure) bei denselben Mengen Acetaldehyd 
ungefahr gleich. Bei Uberschu8 von Glucose und freier Phosphorsiure 
ist dagegen der Umsatz abhaingig von der Menge Acetaldehyd. In der 
at wird dieser jetzt zu Alkohol reduziert und gleichzeitig tritt an Stelle 
eines etwa Aquimolekularen Gemisches von Glycerinphosphorséure 
und Phosphoglycerinsiure nunmehr ganz tberwiegend Phospho- 
glycerinsdure auf. Es ist bemerkenswert, daB, wenn man zu sehr kleinen 
Hexosediphosphatkonzentrationen heruntergeht, die Bildung von Gly- 
cerinphosphorsaure ganz unterbleibt und daB dann genau die Gleichung 
erfillt ist 

1 Glucose + 2 Phosphorsiure +- 2 Acetaldehyd 


== 2 Athylalkohol + 2 Phosphoglycerinséure 


[ Hexosediphosphat]. 


Das in eckiger Klammer unter der Gleichung stehende Hexosediphosphat 
bringt zum Ausdruck, daB die Reaktion von links nach rechts durch 
Hexosediphosphat katalysiert wird und ohne dasselbe nicht zustande 
kommt. Dabei reicht eine geringe Menge Hexosediphosphat aus, um 
wenigstens den 50fachen Umsatz von Glucose, Phosphat und Acet- 
aldehyd zu erméglichen. Die zur Katalyse erforderliche Menge von 
Harden-Y oung-Ester ist nur wenig gréBer als diejenige, die auf Grund 
ailterer Beobachtungen! zur Aufhebung der Induktionsperiode der 
Girung erforderlich ist. Die Umsatzgeschwindigkeit der Glucose mit 
Acetaldehyd und Phosphat in fluoridhaltigem Mazerationssaft ist 
dabei dieselbe wie die maximale Garungsgeschwindigkeit unter gleichen 
Umstanden in Abwesenheit von Fluorid. 

Die Reduktion des Acetaldehyds laBt sich genau nur an der gleich- 
zeitigen Alkoholbildung verfolgen. In der Tat entsteht dieser Alkohol, 
wie schon Nilsson fand, nicht durch Dismutation des Acetaldehyds, 
indem keine zusatzliche Essigséure gebildet wird. In mehreren der- 
artigen Versuchen betrug die Vermehrung der Essigséure weniger als 
0,1 mg bei mindestens der zehnfachen Menge Alkohol. In Mazerations- 
siften aus anderen Trockenhefepraparaten wurde allerdings in der 
Versuchszeit etwas Essigséure gebildet, nimlich etwa 0,5 bis 1 mg pro 
Versuchsansatz. Doch war diese Bildung noch etwas gréBer in den 
zuckerfreien Kontrollen, jedenfalls, weil hier der Acetaldehyd viel 
langsamer verschwindet, da er ja nicht gleichzeitig durch Reduktion 
verbraucht wird. Die Saure- und Alkoholbildung in den zuckerfreien 


1 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918. 
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Kontrollansitzen ist aber fiir die Berechnung der Bilanzen stets in 
Abzug gebracht, und daher ist die Korrektur fiir den durch Dismutatio,, 


entstandenen Alkohol (und ebenso auch fiir die Séurebildung) in diese) 
Fallen eher etwas zu groB. 

Die spontane Umlagerung des Hexosediphosphats (ohne Glucose 
wird dagegen durch Anwesenheit von Acetaldehyd nicht wesentlich 
geindert. Allerdings wird auch hier etwas Alkohol gebildet und ent 
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sprechend weniger Glycerinphosphorséure erzeugt. Die Reaktions- 


geschwindigkeit ist aber nicht erhéht. Dagegen ersieht man die starke 
Erhéhung der Geschwindigkeit in dem vollstaéndigen System durch 
Acetaldehyd aus dem manometrischen Versuch, der auf Abb. 4 wieder- 
gegeben ist. Dabei wird in A (Hexosediphosphat allein) 2,8 mg Glycerin, 
in B (Hexosediphosphat -+- Glucose) 5,8 mg Glycerin, in C (Hexosedi- 
phosphat + Glucose + Acetaldehyd) 0 mg Glycerin gebildet, wahrend 
aus der Saure sich fiir A 4,1, fiir B 7,7, fiir C 26,5 . 10-* Mm Phospho- 
glycerinsaure berechnen. Uber die Versuche mit kleinen Mengen 
Hexosediphosphat und wechselnden Mengen Acetaldehyd bei meist 
iiberschiissiger Glucose orientiert die Tabelle LI. 

Auf Grund der angegebenen Formel (2) muB bei Uberschu8 von 
Glucose und kleinen Mengen Hexosediphosphats die Bedingung erfiillt 
sein: Mm Phosphat verestert = Mm Alkohol gebildet = Mm Phospho- 
glycerinsaure entstanden. Die Phosphoglycerinsiure muB sowohl 
gleich sein der Gesamtmenge schwer hydrolysierbaren Esters wie den 
unter Beriicksichtigung der Veresterungskorrektur manometrisch be- 
stimmten Saureadquivalenten. Die Tabelle II, B zeigt durch fett- 
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Tabelle I]. Umsatz von Glucose mit Acetaldehyd in Gegenwart 
kleiner Mengen Hexosediphosphat. 
A. Manometrische Messung, Alkoholbildung. P-Umsatz 
und Glycerinbildung. 














x Zusitze = 3 el 
fie) 2 ils | aioe] ©] 8 |BER| § 
Nr. Datum = aS = S$ 5 OM < 3 2 : © &. 
he ee <i 
en mg _ 7 “ mg mg 
1933 eem P2005 mg mg Min. emm mg P20; | P2O mg 
la |26. VIL} 0,5 || 0,55 0 6 65 86 05 0,35 
b 0.5 | 0,55 0,7 6 65 122 
e 0,5 | 0,55 3.5 6 65 750 14 2,17 
d 0,5 0,55 7,0 6 65 1550 3,0 4,65 
2a 27. VI.i 0,5 | 0 5,2 10 105 145 0 0,70 
b 0,5 | 22 5,2 0) 105 414 | 0,7 0.50 21 
e 05 0,55 5,2 10 105 1540) 1.9 5,0 54 
3a 1. Vil.|| 1,0 | 0385 | 14,0; 30 20 3,08 | 5,2 57 0,0 
b 1,0 | 035 | 140); 30 120 5,80 9,4 9,0 0,3 
4a | 3. VIL! 0,5 | 0 7,0 20 130 | 278 0.66 
b 0.5 0,12 17 20 130 332 1,31 
¢c 05 0,12 7,0 | 20 130 1200 3,55 
5a (28. VIL: 05 | 1.0 0 20 200 466 O 0,75 0,70 
b 0.5 1,0 7 20 200 1420 1483 40 4,80 
6a || 2. VILL} 0.5 | 0,5 0 25 360 | 225) 0.12 | 0,37 | 0,75 
b 0,5 || 0,5 7 25 360 1610 2,70 510 54 
7a |2¢. IX.j| 0,6 || 1,0 6,0 8 55 61640 361 4,80 58 
b 0,5 | 1,0 6,0 | 20 55 | 1740 | 3,49 | 535 58 
B. Berechnung in 10-?Mm. 
Ver- — er 
exose- Acet- > : esterungs- iydro- Sture 
Nr. eeeanat- aldchyd: Glucose Alkohol vives. nae tiberschuli lysier Gane 
zusatz zusatz iiber barer metrisch) 
Kontrolle Ester 
la 0.8 0 + l 0.5 0,26 
¢ 0:8 8 4 : 3.0 25 | 29 
d 0.8 16 + 6.5 6,5 6,0 4.6 
2a 0 12 + 0 1.0 0,43 
b 3,1 12 0 15 0.8 1,65 
: ¢ 0.8 12 a 4: 7,0 6.0 7,6 46 
Sa 0.5 32 67 73 8.0 
, b 0.5 32 ot 12.6 132 | 12,7 
4a 0 16,0 + 0.9 0.8 
b 0,17 3,9 + 1,85 0.95 1.0 
¢ O17 16,0 - 5,0 41 3.6 
5a 1,4 0 + 0 1,1 1,0 1,4 
b 1,4 16 + 3.1 5.6 45 6,8 43 
L 6a 0,7 0 + 03 0,55 1,0 0.7 
b 0,7 16 - 59 7,2 67 7.6 49 
7a 1,4 14 + 7,8 68 82 49 
b 1,4 14 > 7.6 7.6 82 5,1 
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gedruckte Zahlen, daB in allen Versuchen die genannten Umsitz 
nahezu aquimolekular sind. Dabei wurde der Spontanumsatz (ohn 
Zusatz mit Acetaldehyd bzw. ohne Zusatz von Hexosediphosphat) i 
Abzug gebracht. 

In Versuch | (vgl. auch Abb. 5) ist die Abhingigkeit der Umsatz 
gréBe von der vorhandenen Acetaldehydmenge gezeigt. Dabei ist 




















{ 
y Abb. 5. 
— Beschriftung wie Abb. 3. 0,5 cem Maze- 
| rationssaft auf 2 cem Gesamtfliissigkeit. 
| I. @——e oline Zusatz 
1000 | i Il. o o 6 mg Glucose 4 3 mz 
| Hexosediphosphat (0,5 mg 
“ P. O05). 
" 2 
8 Ill. o o6mg Glucose + 3mg He- 
™ xosediphosphat + 0,8 mg 
S a Ll Acetaldehyd. 
ak < dasselbe mit 4 mg Acet- 
500} aldehyd. 
Vv. a A dasselbe mit 8 mg Acet- 
| aldehyd. 
Die Steigerung des Umsatzes mit 





Acetaldehyd ist dessen Menge etwa 
proportional. 





0 a jae 
Minuten 


wie bereits erwihnt, ein Teil des Acetaldehyds auf andere Weise ver- 
schwunden. Aus Versuch 2 ergibt sich, daB ohne Hexosediphosphat 
der Umsatz der Glucose auch in Gegenwart von Acetaldehyd ganz 
gering ist, wihrend mit Hexosediphosphat allein der Umsatz geringer 
ist und viel langsamer erfolgt als mit Glucose und wenig Hexosedi- 
phosphat (der Versuch ist in Abb. 6 dargestellt). In Versuch 3 ist der 
Umsatz in zwei verschiedenen Zeiten bestimmt und gleichzeitig das 
Fehlen der Glycerinbildung gezeigt. 

Bei geniigend groBem Zusatz von Acetaldehyd schreitet der Umsatz 
fort, bis das ganze anorganische Phosphat verestert ist. Da in 1 cem 
Mazerationssaft nur 10 bis 12 mg P,O; anorganisches Phosphat vor- 
handen sind, ist z. B. in Versuch 2c und 6b dasselbe voéllig verbraucht 
worden. Gibt man wenig Acetaldehyd zu, so kann man durch erneuten 
Zusatz des Acetaldehyds einen neuen Anstieg der Saurebildung er- 
zielen. DaB in der Tat, so lange ein Uberschu8 von Acetaldehyd und 
Glucose vorhanden ist, das anwesende Hexosediphosphat rein katalytisch 
wirkt, geht nicht nur daraus hervor, daB im Grenzfall 0,1 . 10-? Mm 
ausreicht, um die 50fache Phosphatmenge zur Veresterung zu bringen, 
sondern auch daraus, daB bei gréBeren Mengen anwesender Hexosedi- 
phosphorsaiure diese wahrend des Umsatzes mit Acetaldehyd langere 
Zeit unverandert bleiben, wahrend sie in Abwesenheit von Acetaldehyd 
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schon gemeinsam mit Glucose in schwer hydrolysierbaren Ester ver- 
wandelt sind. Das ersieht man aus der folgenden Tabelle IIL. Es wurde 
hier neben dem schon in Tabelle I, B, Nr. 5, angefiihrten Versuch auch 
ein solcher mit Acetaldehyd ausgefiihrt und der Umsatz in beiden Fallen 
nach 3, 7 und 40 Minuten bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle III 
in Mm zusammengestellt. Man sieht, daB mit Acetaldehyd die Gesamt- 
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Abb. 6. a aa 
‘ | 
Beschriftung wie Abb. 3. | 
0.5cem Mazerationssaft auf 
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veresterung viel weiter geht; nach 40 Minuten ist das praformierte 
anorganische Phosphat, das 17,8 . 10-2 Mm betriagt, verestert. Gleich- 
zeitig bleibt aber die Menge des leicht hydrolysierbaren Harden-Young- 
Esters von Anfang an so gut wie unverdindert, wihrend sie ohne Acet- 
aldehyd schon auf ! ,, abgefallen ist. Auch hier ist fast genau soviel Mm 
Alkohol gebildet wie schwer hydrolysierbarer Ester entstanden ist 
und dabei nur sehr wenig Glycerinphosphorsiure. Daher stimmen auch 


Tabelle ILI. 

Je 1,5cem Mazerationssaft mit 30mg Glucose + 5,8. 10-*Mm Hexose- 
diphosphat. 

A. Ohne Acetaldehyd. B. Mit 16mg (36. 10-*Mm) Acetaldehyd. 





Mm . 10-2 P-Umsatz Mm . 10-3 


Umsatz Harden- schwer Phospho- 
Phosphat Young- hydroly- Alkohol Glveerin- glycerin- 
verestert Ester sierbarer gebildet phosphors séure 

Min. vorhanden Ester berechnet 

g {| Al 3 3,7 5,2 29 23 
7 er 76 5,0 8.0 8,2 0.8 7,2 
7 | A 4,3 2.8 8,3 4.5 3,8 
| B 10,8 50 11,1 10,5 1,3 98 
40 fi A | 76 0,5 13,9 2.8 5,45 
| B 17.1 53 170 15,7 8.45 142 
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die Millimole entstandener Phosphoglycerinsiure mit dem veresterten 
Phosphat und dem gebildeten Alkohol nahezu iiberein. Auch hier gilt 
demnach die Gleichung (2), indem der UberschuB von Hexosediphosphat 
an dem Umsatz nicht beteiligt ist und nur sehr wenig Glycerinphosphor- 


siure entsteht; diese Verhaltnisse verwischen sich in langeren Versuchs- 
zeiten, hauptsachlich wohl wegen Verbrauch des Acetaldehyds. Dann 
setzt sich die Hexosediphosphorsaure, falls noch anorganisches Phos 
phat vorhanden ist, mit Glucose nach Gleichung (1) um, und schlieBlich 
geschieht dies mit der Hexosediphosphorsaure allein, so daB am Schluls 
alles in schwerhydrolysierbaren Ester verwandelt ist. 

Zur Vervollstindigung der Bilanz wurde der Zuckerschwund mit 
der Veresterung und der Bildung des schwerhydrolysierbaren Esters 
verglichen. Nach der Gleichung (2) miissen bei geringen Mengen Hexosi 
diphosphat und bei Uberschu8 von Acetaldehyd fiir 1 Mol verschwin 
dender Glucose 2 Mol Phosphoglycerinsiure auftreten, wobei 2 Mol an 
organisches Phosphat verestert werden. Da dies genau der Fall ist, zeigt 
der folgende Versuch: 

Versuch. 
Pro 1 cem Mazerationssaft, auf 4cem verdiinnt mit 0,05 mol. NaF, 32 mg 


Acetaldehyd, 40 mg Glucose und Hexosediphosphat, enthaltend 1,2 mg 
P,O;. 28°. 100% CO,. 





r mg P205 10-2 Mm 
Versuchs- iia ; : F i 

zeit Glucose 

verestert | Schwer hydro- P 

; ; lysierbar verestert 
Std. mg 


schwer hydro- 


lysierbares Glucose- 
> 


sehwund 


" 42 7" - 
7,04 f 33 99 50 
8,00 ‘ 31,6 113 ; 58 
9,10 29,6 12,8 ~~ 6.9 


LaBt man einen Mazerationssaft, in dem alles anorganische Phosphat 
auf die angegebene Weise zu Phosphoglycerinsaure verestert ist, weiter- 
hin mehrere Stunden bei 28° in Gegenwart von iiberschiissigem Acet- 
aldehyd und Glucose stehen, so kommt es zu einer sekundiren Um- 
wandlung der Phosphoglycerinsiure in einen leicht hydrolysierbaren 
Ester. Dieser, der nicht identisch ist mit dem friiher erwahnten Zwischen- 
produkt, welches sich in dialysiertem oder jodessigsiurevergiftetem 
Muskelextrakt bildet, wird ebenso wie dieses gemeinsam mit K. Lohmann 
weiter untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit ist von dieser 
sekundiren Umwandlung abgesehen. 

C. Darstellung von «-Glycerinphosphorsdure und Glycerinséuremonophosphor 
sdure (Phosphoglycerinsdure) aus Hefemazerationssaft. 
1. Die Darstellung der «-Glycerinphosphorsaure. 

DaB es sich bei der im vorstehenden beschriebenen Bildung det 

beiden phosphorylierten Dismutationsprodukte um dieselben  Ver- 
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bindungen wie im Muskelextrakt handelt, haben wir durch Isolierung 
und Charakterisierung derselben festgestellt. Neu ist hierbei nur die 


lsolierung der «-Glycerinphosphorséure, denn die Phosphoglycerin- 


siure ist schon unter ahnlichen Bedingungen von Nilsson ispliert!, 
und das Verfahren ist kiirzlich von Neuberg und Kobel bedeutend 
vereinfacht worden”. Uns lag vor allem an dem Nachweis, daB die Aus- 
beute der Verbindungen unter den verschiedenen Umstanden den oben 
wiedergegebenen Gleichungen entspricht. 

Die bei der Darstellung der x«-Glycerinphosphorsdéure aus Muskel- 
extrakt mit Erfolg angewandte Reinigung iiber das Chininsalz ist beim 
Hefemazerationssaft nicht ohne weiteres brauchbar, weil in der Fraktion 
der g-Saure Verunreinigungen anfallen, die ebenfalls schwer lésliche 
Chininverbindungen geben. Eine vorhergehende Reinigung iiber das 
Pb-Salz, wobei die Léslichkeit des Pb-Salzes bei schwach saurem und 
bei alkalischem Medium und die Unléslichkeit bei neutraler Reaktion 
ausschlaggebend sind, beseitigt diese Schwierigkeit. 

3eispiel eines Isolierungsganges: 100 ccm Mazerationssaft wurden mit 
100cem 5°,igem Natriumhexosediphosphat, 17cem 4,2°,igem NaF, 
s0cem 2,6°,igem NaHCO,, 40cem 10°,iger Glucose und 60cem H,O 
versetzt, mit CO, gesattigt und 4 Stunden bei 28° gehalten. Nach Ent- 
eiweiBung mit 400cem 40° iger Trichloressigsiure wurde nach Zugabe 
von 50cem 25°,igem Ba-Acetat mit konzentrierter NaOH. bis zur lackmus- 
sauren Reaktion abgestumpft und die gleiche Menge Methylalkohol 
zugefiigt. Nach 2 Stunden war die bei diesem Ansatz ebenfalls gebildete 
Menge phosphoglycerinsaures Ba ausgefallen. Es wurde abzentrifugiert, 
die Lésung alkalisch gemacht und nochmals mit der gleichen Menge Alkohol 
versetzt. Nach einigen Stunden wurde zentrifugiert und der Niederschlag 
getrocknet. Er wog 9,65 g und hatte nach der Glycerinbestimmung einen 
Reinheitsgrad von 34°,. 3g dieser Fallung wurden fein verrieben, einige 
Male mit H,O ausgeschiittelt und die Lésung mit der vierfachen Menge 
Alkohol nach Zusatz von etwas Ba-Acetat wieder gefallt. Der Niederschlag 
wurde in verdiinnter H NO, gelést und Pb-Acetat bei lackmussaurer Reaktion 
im Uberschu8 zugegeben. Nach Abtrennung des Niederschlags wurde die 
Léosung alkalisch gemacht und abermals die Fallung abzentrifugiert. Die 
alkalische Fliissigkeit wurde dann neutralisiert und der Niederschlag, in 
dem sich nun die Glycerinphosphorséure befindet, abgetrennt, in ver- 
diinnter H NO, gelést, mit H,S entbleit, mit Ba-Acetat und NaOH alkalisch 
gemacht und mit Alkohol gefallt. Die Substanz hatte jetzt einen Reinheits- 
grad von 80°,. Durch Darstellen des Chininsalzes, wie es frither beschrieben 
wurde *, und Umkristallisieren bis zum konstanten Schmelzpunkt bei 151° 
und Zuriickverwandeln in das Ba-Salz gelang es, ein analysenreines Produkt 
bei 10°,, Ausbeute zu erhalten. 

Die Eigenschaften sind dieselben wie die der «-Glycerinphosphorsaure 
aus Muskelextrakt. Zur Analyse wurde sie im Hochvakuum bei 120° ge- 
trocknet. 


1 Ark. for Kemi. Mineral. o. Geol. 10, A, Nr. 7, 1930. — ? Diese 
Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933; 264, 456, 1933. — * Ebenda 
264, 44, 1933. 
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Ba-Salz der «-Glycerinphosphorsiure : 
4.164 mg Substanz: 2,38 mg CO,; 1,315 mg H,O 
3.19, a 2,39 ,, BaSO, 
1,37 nf 305 ,, PO; 
3,4 +3 2,52 , AgJd 
C,H;O,P Ba: 
ber.: 11,71% C, 2,830% H, 44,69% Ba, 28,10 % P,O;, 29,95 % Glycerin: 
gef.: 11,61% C, 2,62% H, 44,10°% Ba, 22,13% P,O;, 29,0 % Glycerit 
Verhaltnis von Glycerin/P,O; ber.: 1,30, gef.: 1,30. 


DaB die «-Glycerinphosphorsiure aus Hefemazerationssaft dic 


gleiche 1-Komponente ist wie die Verbindung aus Muskelextrakt, zeigt 
die Milchsiurebildung, die sie zusammen mit Brenztraubensiure in 
frischem Muskelextrakt bewirkt; denn man findet hierbei eine Milch- 
siurebildung, die etwa doppelt so groB ist wie aus racemischer Saure 
Dies beruht, wie seinerzeit nachgewiesen wurde !, darauf, daB im Muske| 
extrakt nur die natiirliche 1-Komponente umgesetzt wird. 


2. Darstellung der Phosphoglycerinsaure. 

a) Ohne Acetaldehyd und mit gleichzeitiger Bildung von «-Glycerin 
phosphorsaure. 100ccm Mazerationssaft wurden mit 100 cem 5°jigem 
Na-Hexosediphosphat, 20 cem 4,2 °,igem NaF, 80cem 2,6°,igem NaHCO,, 
40 cem 10° ,iger Glucose und 60 cem H,O vermischt und nach Sattigung mit 
CO, 3 Stunden bei 28° gehalten. Nach EnteiweiBung mit 400 cem 40 °jiger 
Trichloressigsiure wurde abfiltriert, nach Zugabe von 50cem 25° igem 
Ba-Acetat mit konzentrierter NaOH bis zu lackmussaurer Reaktion 
abgestumpft und mit der gleichen Menge Alkohol gefallt. Der abgetrennte 
Niederschlag wurde einige Male mit verdiinnter HC] ausgeschiittelt, die 
Lésung nach Ausfallen des Ba mit (NH4),SO, ammoniakalisch gemacht 
und mit Magnesiamixtur versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht. 
Von dem ausgeschiedenen anorganischen Phosphat wurde abfiltriert, di: 
Lésung neutralisiert, mit einigen Kub‘kzentimetern 25°,igem Ba-Acetat 
versetzt und mit der doppelten Menge Alkohol gefallt. Diese Menge Alkoho!| 
ist: notwendig, weil bei Gegenwart von Ammonsalzen die Léslichkeits 
verhaltnisse der Phosphoglycerinséure vollstandig geiéndert sind. Det 
Niederschlag wurde in verdiinnter HCl gelést, bis zur sehwach kongosauren 
Reaktion abgestumpft und mit !/; bis !/, des Volumens Alkohol versetzt. 
Das saure phosphoglycerinsaure Ba-Salz kristallisiert dann bald in schénen, 
weiBen Blattchen aus. 

Die Menge dieser Fallung betrug 3,4 g mit einem Reinheitsgrad von 
70°,. Nach der Glycerinbestimmung waren 2,7 g glycerinphosphorsaures Ba 
gebildet, das entspricht einer Menge von 3,5 g saurem phosphoglycerin 
saurem Ba + 3H,O. Die Ausbeute betrug demnach 68°). Zur Analyse 
wurde das Salz einige Male auf die angegebene Weise umkristallisiert. 
Nach dem Trocknen im Hochvakuum iiber siedendem Toluol (107°) hat 
die Substanz noch 2 Mol Kristallwasser, von denen sie noch eines beim 
Trocknen iiber siedendem Xyiol (137°) abgibt. Das dritte H,O wird hart- 
nickig festgehalten. Die Abgabe der einzelnen Kristallwassermolekiile ist 


1 Diese Zeitschr. 264, 638, 1933. 
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jedoch bei steigender Temperatur kontinuierlich, so daB es schwer gelingt, 
ein Produkt mit einem ganz bestimmten Kristallwassergehalt zu erhalten. 
Die etwas zu niedrigen Ba- und P,O,;-Werte miissen, da die Verhaltniszah! 
Ba/P,O, annihernd den theoretischen Wert besitzt, so erklirt werden. 
Zur Analyse wurde die Substanz tiber Toluol im Hochvakuum ge- 
trocknet, wobei also 1 Mol Wasser entfernt ist. 

Saures Ba-Salz der Phosphoglycerinsaure : 

4,244 mg Substanz: 1,58 mg CO,; 0,95 mg H,O 
3.99 ,, é 2,51 ,, BaSO, 
$4 <n 0.455 ,, P.O; 
C,H,O;P Ba + 2 H,0: 
ber.: 10,07% C, 2,54% H, 38,43% Ba, 19,86% P,O;; 
gef.: 10,1 % C, 2.50% H, 37,02% Ba, 18,95°% P,O;. 
Verhaltnis Ba/P,O;: ber.: 1,94; gef.: 1,95. 

fp) Darstellung in Gegenwart von Acetaldehyd und ohne Bildung von 
Glycerinphosphorsdure}., 100cem Mazerationssaft wurden mit 17 cem 
4,2%igem NaF, 80ccem 2,6°%igem NaHCO,, 5cem 5°,igem Na- 
Hexosediphosphat, 30 ccm 10°, iger Glucose, 40 cem 4°,igem <Acet- 
aldehyd und 130 cem H,O versetzt und nach CO,-Sattigung 4 Stunden 
bei 28° gehalten. Die Aufarbeitung geschah wie bei der vorhergehenden 
Darstellung. 

Gewonnen wurden 1,9 g von einem Reinheitsgrad von 95°, und 
0,8g von 70%. Nach der Alkoholbestimmung und der Veresterung 
von anorganischem Phosphat waren 2,8 g Ba-Salz (+ 3 H,O) gebildet. 
Die gefundene Menge entspricht demnach auf 100°, Reinheit um- 
gerechnet, einer Ausbeute von 85°. Dies ist der direkte Beweis fiir die 
obige Angabe, daB in Gegenwart geringer Mengen Hexosediphosphat 

. ‘aa ‘ 
und bei UberschuB von Acetaldehyd und Glucose nahezu der ganze 


schwer hydrolysierbare Ester aus Phosphoglycerinsiure besteht. 


Saures Ba-Salz der Phosphoglycerinséure : 
4,095 mg Substanz: 1,53 mg CO,; 0,86 mg H,O 
§,36 ,, ys 3.42 ., BaSO, 
ea: 0 0,465 ., P.O; 


1 DaB im fluoridhaltigen Muskelextrakt nach Zusatz von Brenztrauben- 
siure und «-Glycerinphosphorséiure neben Milchséure als Dismutations- 
produkt dieselbe Phosphoglycerinséure auftritt, auf Grund der Gleichung: 
2 Brenztraubenséure + 1, «-Glycerinphosphorsaure 2 Milchsaure + | 
Phosphoglycerinsiure (vgl. diese Zeitschr. 264, 52, 1933), wurde ebenfalls 
durch Isolierung der Phosphoglycerinséiure auf dem gleichen Wege fest- 
gestellt. In 1500 cem Muskelextrakt verschwanden in 3 Stunden unter den 
angegebenen Bedingungen 0,5 g gebundenes Glycerin, wofiir 2,05 g saures 
Bariumsalz der Phosphoglycerinséure zu erwarten waren. Isoliert wurden 
direkt 1,6 g mit 80°, Reinheit. Fiir die daraus dargestellte reine Substanz 
stimmte die Analyse fiir C, H, Ba und P,O, genau auf die Formel 
C,;H,;0;,P Ba + 2 H,O (Trocknung im Hochvakuum tiber Toluol). 
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C,;H,0,PBa + 2 H,O: 
ber.: 10,07% C, 2,54% H, 38,43% Ba, 19,86% P,O,; 
gef.: 10,21% C, 2,31% H, 37,62% Ba, 19,38% P,O,. 
Verhaltnis Ba P,O;: ber.: 1.94; gef.: 1,95. 


D, Umlagerung von Hexosemonophosphat 
mit und ohne Glucose. 
Wahrend Glucose allein in Gegenwart von Natriumfluorid nicht 
verestert wird, das Hexosediphosphat sich zwar umlagert, aber langsam, 
kann Hexosemonophosphat rascher reagieren. Das ist allerdings nur 





der Fall nach Zusatz von Acetaldehyd, wo die Geschwindigkeit des Um- | 
satzes diejenige des Systems: Glucose und Hexosediphosphat erreicht. | 


In Abwesenheit von Acetaldehyd ist der Umsatz langsam und unvoll- 
standig. Fernerhin kann Hexosemonophosphat in kleinen Mengen 
ahnlich wie Hexosediphosphat als Katalysator der obigen Reaktion (2) 
dienen, wobei aber die Méglichkeit nicht auszuschlieBen ist, daB aus 
Hexosemonophosphat zunachst Harden-Youngscher Ester entstanden 
ist. Der rasche Umsatz in Gegenwart von Acetaldehyd spricht dafiir, 
daB Hexosemonophosphat ahnlich reagiert wie ein aquimolekulares 
Gemisch von Hexosediphosphat und Glucose. Hierbei wird ebenfalls 
Phosphat aufgenommen, und es entsteht derselbe schwer hydrolysierbare 
Ester. Die Berechnung der gebildeten Phosphoglycerinsaure ist deshalb 
schwieriger, weil daneben der nicht aufgespaltene Monoester in 
Robisonschen Gleichgewichtsester umgewandelt ist!. Da obendrein 
noch Harden-Youngsche Saure entstanden sein kann, ist auf Grund 
der Hydrolysenkurve der Umsatz allein nicht festzustellen. Auch 
die manometrische Messung ist schwieriger auszuwerten, da der 
Ubergang von Hexosemonophosphat in Harden-Young-Ester eine 
Veresterungskorrektur von + 20 emm CO,, der Ubergang in Phospho- 
glycerinsaure eine solche von + 75 ¢mm CQ, pro 1 . 10 ? Mm Phosphor- 
siure besitzt. Immerhin ergibt sich aus den in Tabelle IV wieder- 
gegebenen manometrischen Messungén, da auch hier in Gegenwart 
von Acetaldehyd ungefahr 1 Mol Alkohol auf 1 Aquivalent Saure (fiir 
Phosphoglycerinséiure berechnet) entstanden ist. Die gesamte P-Ver- 
esterung ist gréBer, was auf gleichzeitige Glycerinphosphorsaure zu 
beziehen ist. 

In Gegenwart von Acetaldehyd gelten daher ungefahr die Glei- 


chungen: 


1 Hexosemonophosphat + 1 Phosphorsaéure +- 2 Acetaldehyd 


2 Alkohol + 2 Phosphoglycerinsaure. (3) 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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Dabei wird in kurzer Zeit, 20 bis 30 Minuten, auf 1 Mol Hexosemono- 
phosphat 1 Mol Phosphat verestert (Versuch 2a und 3b), wahrend 
ohne Acetaldehyd die Veresterung gering ist. Mit gleichzeitigem Zusatz 
von Glucose schreitet die Phosphatveresterung viel weiter fort (vgl. 


Tabelle IV. 


A. Umsatz von Glucose und Hexosemonophosphat mit und ohne 











nicht Acetaldehyd in fluoridvergiftetem Mazerationssaft. 
gsam, | a 
S nur | 5 . = 5 = : 
: 7 Z = : 3 s = J a 
s Um- z = 4 : e z : é 
. ): = = = > = Re oh © 2 
‘eicht. Nr. pete 3 z c 5 = i z S = 
nvoll- 8 & ‘ i < = - oY 
engen “it mg emm = mg 
) 1933 ecm P20 mg mg Min. CO, mg PL, 0; mg 
on (2) “ " 
Baus} 1, 14. Vi} 05175 0 | O. 120 89 0 
anden b 05 1.75 0 6 120 60 0 
lafiir c 0.5 1.75 4 0 120 743 “ 
d 05 1,75 4 6 120 823 1,9 
ulares 2a 0,5 2,95 6 0 30 960 149 2.79 
nfalls 05 2,95 6 0 85 | 1075 | 1,99) 2,85 
Pee b O5 2.95 6 4 30 1545 2.16 5.03 
rbare e 4 ; : 2 weedy pre 
0.5 2,95 6 4 85 1805 | 2.65 5,18 
shalb— 3a 5.VIl 1,0 115 0 0 20 1.5 
er in $0.1 21,5 0 0 129 22 5.9 
irei b 1,0 11,5 14 0 20 4.01 89 
espace 10 115 14 0 120 460 91 6,23 
trund 4a | 27. VL!) 05 | 2.5 6 0 105 910 1.6 an 
Auch b 0.5 0.6 6 10 105 1420 1,85 4,85 
. der ; ; 
r B. Berechnung der vollstandigen Versuche (2 bis 4). 
eine 
spho- 10-2 Mm Zusitze 10-2 Mm 
phor- Nr. —— Grciiak | daliee Alkohol P Siure Gebundenes 
eder- phosphat ; gebildet verestert gebildet Glycerin 
wart . 
Bas 2a 4,15 0 -{- 3.2 3.9 3.2 
(fi 4,15 0 + 4.1 4.0 3,4 
-Ver- b 4,15 > + 4,7 7,1 48 
e zu 4,15 a + 58 7,3 56 
3a 16,2 0 0 2.1 
16,2 0 0 . 3.1 6.4 
Glei- b 16,2 0 + 8,7 12.5 
16,2 0 oh 10,0 12.8 6,7 
4a 3,5 0 + 3.5 2.9 3.0 
b 0.85 + + 40 6,8 4.25 


(3) 


Versuch 4b). Den sehr groBen Unterschied der Geschwindigkeit mit 
und ohne Acetaldehyd, der erheblich gréBer ist als im System Hexose- 
diphosphat + Glucose ersieht man aus Abb. 7, wo auBer dem Versuch La 
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und le mit Umlagerung von Hexosemonophosphat allein, ein solche 
mit Hexosemonophosphat und Glucose 1b und 1d wiedergegeben ist 


Abb. 7. 

) =i a seschriftung wie Abb. 3. 
500} | on a casted 0,5 c¢cem Mazerationssaft auf 
2ecem Gesamtiliissigkeit. 

| — 1. @——@ ohne Zusatz. 

| Il. o o dasselbe mit 4 mg 
| Acetaldehyd. 

< 10 mg Hexose- 
600+ t er monophosphat 


( Nenberg-Ester). 








IV. ao o 10 mg Hexose- 
f monophosphat 


Q + 4mg Acet- 
oS - 
s aa | aldehyd. 

_ i a Caan V.A A 10 mg Hexose- 
a monophosphat 


+ 6mg Glucose. 
| VI. +———-+ 10 mg Hexose- 
| monophosphat 
6mg Glucose 


200) arene i 
a + 4mg Acet- 
P44 aldebyd. 

















| } iia } 
| ee M_'} —n Gegenwart von Hexosemono- 
| i a . : 
; 7 yhosphat ist der Umsatz ohne 
A 
—_— / Acetaldehyd geringfiigig, mit 





Acetaldehyd dagegen gleich dem 
von Glucose + Hexosedi- 
phosphat. 


720 
Minuten 


E, Umsatz von Glycerinaldeh ydphosphorsdure. 


3 Glycerinaldehydphosphorsaure! verhalt sich abnlich wie Hexose- 
diphosphorsaure. Die spontane Umlagerung geschieht rascher. Bei 
UberschuB8 von Glucose kann auch hier in Gegenwart von Acetaldehyd 
eine betrachtliche zusatzliche Veresterung erzielt werden, wobei aber 
der Gesamtumsatz niemals so groB ist, wie mit Hexosediphosphorsaure, 
wahrscheinlich weil Glycerinaldehydphosphorséure fiir sich allein 
leichter zerfallt. Dabei wird, wie bei der Milchséurebildung, nur die 
Halfte des Esters in schwer hydrolysierbare Form umgelagert (die 
Glycerinaldehydphosphorsaéure ist, wie in der vorangehenden Arbeit 
mitgeteilt, noch leichter hydrolysierbar als Hexosediphosphorsaure). 
Nach Smythe und Gerischer? vergart allein die d-Komponente. Der 
Verlauf der Umlagerung ist auf Grund manometrischer Messungen 
im Vergleich zur Hexosediphosphorsiure mit und ohne Glucose in 
Abb. 8 und 9 dargestellt. Dabei sind in Abb. 9 die noch gerade wirk- 
samen Mengen der verschiedenen Ester benutzt worden, wobei fiir 
Glycerinaldehydphosphorsaéure nur die Halfte eingesetzt ist, auf Grund 
der Beobachtung, daB nur die d-Komponente in Funktion tritt. Die 


1 H.O. L. Fischer uu. E. Baer, Chem. Ber. 65, 337, 1040, 1932. — 
2 Diese Zeitschr. 260, 414, 1933. 
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Grenzkonzentrationen sind, wie man sieht, nahezu gleich, wobei 
iber der Umsatz mit Glycerinaldehydphosphorséure plus Glucose 
langsamer, dagegen die Umlagerung der Glycerinaldehydphosphor- 
siure allein zundchst rascher verlauft als die betreffenden Umsiatze 
mit Hexosediphosphorsaure. 

800 


| a | 
Abb. 8. | a 


Beschriftung wie Abb. 3 
0,5 cem Mazerationssaft auf 2ecm 
Gesamtfliissigkeit mit 4 mg 

Acetaldehyd. 

















I. xx 6 mg _ Hexosedi- oe 
phosphat (1,5 mg 
P, Os). 
Il. @——-® 6 meg Hexosedi- 
phosphat + 6 mg ] | 
Glucose H 
Hil. A——~ _Glycerinaldehyd- : | 
phosphorséure mit ee) 
1,7 mg P, Os. ee 
IV. 0 o Glycerinaldehyd- _ 
phosphorséure mit a 
17mgP,0;+6mg | 
Glucose. 
20 5] 


Minufen 


In Tabelle V sind mehrere Versuche zusammengestellt, in denen 
gleichzeitig auch der chemische Umsatz bestimmt ist. In Tabelle V. B 
ist die Berechnung fiir die Versuche mit gréBerem Umsatz zusammen- 
gestellt. Sie zeigt, daB ohne Zusatz von Glucose in Versuch 2a. 3a. 4a 





1000 j 
vif 
ae 
Abb. 9 | we —- 
Beschriftung wie Abb. 3. 0.5 cem Maze- a, 
rationssaft auf 2 cem Gesamtflissigkeit. 800} 
Umsatz mit Acetaldehyd und kleinsten 
Mengen P-Ester. Stets 20 mg Glucose 
Zusiitze. | 
| @——e mit 8 mg Acetaldehyd 
Ts Ad 8 600} 


\ 


+ Hexosediphosphat 


& D 
(0.12 mg P2035). R ‘I | 
Ill. x < mit 2mg Acetaldehyd 8 
. Hexosediphosphat 400' 4 j 
(0,12 mg P.Os). | 
IV. o o mit 8 mg Acetaldehyd / VI 
+ Glycerinaldehydphos- ip 


phorséure (0,25mg P25). “f y, | a) 




















V.o o mit 8 mg Acetaldehvyd _—~T 
Neuberg-Ester (0,075 mg 
P, Os). | 
\ a 
0 60 120 


Minuten 
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nahezu ebensoviel schwer hydrolysierbarer Ester entstanden ist, al 
der einen Komponente der Glycerinaldehydphosphorsaure entspricht 
Ebenso stimmt die Saurebildung hiermit tiberein. Es ist somit als 
schwer hydrolysierbarer Ester zur Hauptsache Phosphoglycerinsaur 
entstanden. Ohne Acetaldehyd und Glucose (Versuch 4a) sollte aller 
dings die Saurebildung nur halb soviel wie der schwer hydrolysierbar 


Tabelle V. 
Umsatz der Glycerinaldehydphosphorsaure. 
A. Versuchsdaten. 








Se oe | S| om | ver : 
Nr Datum o © = = cose Suchs- mm? CO, Verestert ‘S 
=| x S zeit a) 
> < < —| 
1933 ecm mgP,0, mg mg Min mg P,0, mgP,0;, mg 
la j18. V./j| 0,8 1,5 0 0 150 287 0 0,8 
b 0,8 1,5 4,5 0 159 423 0 0.9 
2a 13. VI.) 0,5 ah 4 0 50 370 0) 0.8 
b 0,5 17 4 6 50 613 1,85 2.6 
8a |27. VI.) 0,5 2.3 5 0 195 585 0.5 4 0,29 
b 0.5 2,3 5 10 195 1720 5,3 6,35 | 2,29 
re 0,5 0.65 5 10 105 1540 5,0 5,2 | 2,54 
4a 28. VI.) 0,5 3,0 0 0 85 526 0 1,4 
b 0.5 3.0 0 10 85 765 1,25 2.1 
c 0.5 1,5 0 10 85 433 0 
5a | 3. VII.) 0,5 0 ‘< 20 130 159 0,66 
0,5 0,25 7 20 130 520 2,2 


B. Berechnung der Versuche mit h6dherem Umsatz. 





Vorgelegt 10-2 Mm 10-2 Mm 
” ( sly serineidehyd- Glu- Acet- Alkohol Saure P ite. 
phosphorsiure cose aldehyd gebildet | gebildet verestert hava Water 
2a 1,2 0 9 12 0 1.1 
b 1.2 9 1.83 2,6 3,7 
3a 1,6 0 11 0.6 18 11 13 
b 16 oo 11 50 52 75 89 
¢ 0.45 a 11 5,5 47 7.0 73 
4a 2,1 0 0 1,75 0 20 
b 21 a 0 255 1,75 3.0 


Ester betragen. Auch hier ist aber erheblich mehr als die Halfte Saure 
entstanden. Mit Glucose und Acetaldehyd ist die Veresterung und die 
Saurebildung viel gréBer, als der zugegebenen Menge Glycerinaldehyd- 
phosphorsaiure entspricht, wobei weniger Saure entstanden ist als 
schwer hydrolysierbarer Ester. In dem vollstandigsten Versuch 3 ist 
in Gegenwart von Glucose und Acetaldehyd eine Alkoholmenge ge- 
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bildet, die aquivalent der gleichzeitigen Saurebildung ist. Die P-Ver- 
esterung ist auch in diesem Falle gréBer. Es ist daneben also immer 
noch ein Teil des Esters Glycerinphosphorsaiure. Ohne Acetaldehyd 
ist die Veresterung nicht gréBer als die Menge umwandlungsfahiger 
Glycerinaldehydphosphorsaéure. Es ergeben sich ungefahr, wenn man 
die Abweichungen von der Aquivalenz nicht weiter beriicksichtigt, 
auch hier die folgenden Gleichungen: 


2 Glycerinaldehydphosphorsaure 


1 Phosphoglycerinséure + 1 Glycerinphosphorsiure (4) 
(2 Glycerinaldehydphosphorsaure -+ 2 Acetaldehyd 
== 2 Phosphoglycerinsaure +- 2 Alkohol), fa) 
2 Glycerinaldehydphosphorsaure + 1 Glucose + 2 Phosphorsiure (5) 
”» 


2 Glycerinphosphorsaure -+ 2 Phosphoglycerinsaure, 
| Glucose + 2 Acetaldehyd = 2 Phosphoglycerinsaéure -- 2 Alkohol 
[Glycerinaldehydphosphorsaure]. 

Die letzte Gleichung mit der Katalyse der Glycerinaldehydphosphor- 
siure ist z. B. in Versuch 3c verifiziert, wo 0,45. 10-* Mm die Bildung 
von 5.107Mm Alkohol und Phosphoglycerinsiure aus Glucose 
herbeifiihrt. 


PF. Grenzkonzentrationen der Ester. 


Auf Grund der ahnlichen Reaktionsweisen von Hexosediphosphor- 
siure, Hexosemonophosphorsaure und Glycerinaldehydphosphorsaure 
erschien es interessant, die geringsten Mengen dieser Ester festzustellen, 
die einerseits in dem fluoridhaltigen Mazerationssaft die Reaktion der 
Glucose mit Aldehyd herbeifiihren kénnen, andererseits in dem fluorid- 
freien Mazerationssaft die Aufhebung der Induktionsperiode der Garung 
bewirken. DaB eine Aufhebung der Induktion nichts anderes bedeutet 
als die Auslésung der Reaktion (2) bzw. (6) in Abwesenheit von Fluorid, 
wird aus der spateren Diskussion noch deutlicher werden. 

Die Grenzkonzentrationen hangen natiirlich von der Herstellung 
und von der Verdiinnung des Mazerationssaftes ab, zumal keine Gewahr 
dafiir besteht, daB nicht schon minimale Mengen praformiert sind. 
Daher hat der Vergleich nur fiir ein und denselben Hefenextrakt Be- 
deutung. Unter diesen Umstanden wurden die folgenden Konzentra- 
tionen fiir vierfach verdiinnten Mazerationssaft in 2 ccm erhalten. 

A. Menge gebundenes P,O;. erforderlich zur Uberfiihrung der Glucose 
in Phosphoglycerinséure, mit Acetaldehyd. Die Zahlen in Klammern geben 
die pro 5 Minuten entwickelten Kubikmillimeter CO, an. 

Hexosediphosphorséure: 0,12 mg (55). 

Hexosemonophosphorsaure: 0,075 mg (70). 

Glycerinaldehydphosphorsaéure (nur d-Komponente berechnet): 

0,125 mg (20). 
Der dazu gehérige Versuch ist in Abb. % wiedergegeben. 
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B. Menge gebundenes P,O;, ausreichend zur Auslésung der Gérun, 
ohne Acetaldehyd. Die Zeit in Minuten, die bis zum Eintritt der max 
malen Gargeschwindigkeit vergeht, ist in Klammern gesetzt. 

Hexosediphosphorsaure: 0,06 mg (13 Minuten); 0,04 mg (35 Minuten) 

[0.012 mg (> 90 Minuten) }. 


Hexosemonophosphorsaéure: < 0,38 mg (13 Minuten). 


Glycerinaldehvdphosphorsiure: 0,08 mg (5 Minuten); 0,02 mg (60 Mi- 


nuten). 

Zur Auslésung der Géarung sind daher noch etwas kleiner 
Mengen Ester hinreichend (abgesehen von Hexosemonophosphorsaure), 
die aber doch von Ahnlicher GréBenordnung sind wie fiir di 
Umlagerung in Phosphoglycerinséure. Die absoluten Mengen veresterten 
Phosphats sind fiir Hexosediphosphorsiure und Glycerinaldehyd 
phosphorsaure etwa dieselben, wobei aber die Bildungsgeschwindigkeit 
der Phosphoglycerinsiure mit Glycerinaldehydphosphorsaure geringe: 
ist (Abb. 9). 


Il. Jodessigsiurehemmung. 


Die Rolle, die die hier untersuchten Umlagerungen von Zucke1 
mit Phosphat in An- und Abwesenheit von Acetaldehyd im normalen 
Ablauf der Garung spielen, tritt noch in ein deutlicheres Licht, wenn 
man die Garung statt mit Fluorid mit Jodessigsiure hemmt. Genau 
wie bei der Milchséurebildung des Muskelextraktes zeigt sich dann, 
daB diejenige Teilreaktion, die durch Fluorid gehemmt wird, die Auf- 
spaltung der Phosphoglycerinsiure zu  Brenztraubensdure, durch 
Jodessigsiure nicht gehemmt wird, und da diejenigen Teilreaktionen, 
die durch Natriumfluorid nicht gehemmt werden — das sind die beiden 
oben untersuchten Umlagerungen mit und ohne Acetaldehyd — durch 
Jodessigsiure unterdriickt werden. Im jodessigsiureversetzten Mazera- 
tionssaft, in dem weder Zucker noch Hexosediphosphat vergéiren kann, 
zerfillt also zugesetzte Phosphoglycerinséiure auf dem Wege_ iiber 
Brenztraubenséure glatt in Acetaldehyd und Kohlensaéure, ganz wie 
im unvergifteten Extrakt. Der hierbei entstandene Acetaldehyd kann 
aber mit gleichzeitig zugegebener Glucose bei Anwesenheit von Hexose- 
diphosphorséure nicht mehr reagieren. In gleicher Weise wird die 
Vergirung und Umlagerung der Glycerinaldehydphosphorséure sowie 
der Glucose in Gegenwart von Glycerinaldehydphosphorséure und 
Acetaldehyd durch Jodessigsiure gehemmt. Bereits nach Einwirkung 
von 1: 5000 Jodessigsiure wahrend 90 Minuten entsteht aus Glucose 

Glycerinaldehydphosphorséure in Gegenwart von Acetaldehyd keine 
fixe Séure mehr, wahrend mit Glucose und Hexosediphosphat dies 
dann noch in einem gewissen Umfang méglich ist. Durch 1: 850 Jod- 
essigsiure (80 Minuten Einwirkung) wird die Garung von Glycerin- 
aldehydphosphorsaéure vollsténdig gehemmt. Als Beispiel fiir die 
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Hemmung dieser verschiedenen Reaktionen und die Nichthemmung 
der Vergaérung der Fhosphoglycerinsaure sind in Tabelle V1, 2 derartige 
kombinierte Versuche wiedergegeben. 


Tabelle VI. 


Einwirkung von Jodessigsiure auf Mazerationssaft. 


(Je 0.5cem Mazerationssaft auf 2,0 cem.) 





Jodessigsiure 





s ‘o 
g.| i E 
Fin- | Ver- | , =<c N 
g , “oa sne.| Cugesetzter | Sn © 7) 
Nr. Datum eel eee, =— Ester Em E > 
tration qauer : 3 = > a 
1933 Min. mg mg mg z emm CO 
la || 5. VIL. |} 1:650) 90 45 | Hexose- 
diphos- 
phorsaure 5 0 “ G 186 16 
b 1:650 > 90 45 | Phospho- 
olyverin- 
gaure 1.6 0 G 349 332 
¢ 1:650'> 90 45 | Hexose- 


diphos- 
phorsaure 9 S 840 0 


4 - 
4 7 S 1100) 18 


d 1:650 > 99 45 Dasselbe 12 
2a|5. VII. )1:850; 80 135 ra 6 0 G 50 39 
b 1:850! 80 135 (aktiv.) 
Glycerin- 
aldehyd- 
phosphor- 
siure 2.5 0 G 239 48 
e 1: 850 80 135 Dasselbe 0.5 20 7 G 3430 so 


lit. Der Angriffspunkt des Acetaldehyds. 
A. Unwirksamkeit der «-Glycerinphosphorsdaure. 


Wahrend, wie das Vorstehende ergibt, die Glycerinaldehydphosphor- 
siure sich ahnlich verhalt wie die Hexoseester und ebenso wie diese 
die Veresterung der Glucose und ihre Oxydation durch Acetaldehyd 
zu Phosphoglycerinsaure katalysieren kann, ist dies bei der «-Glycerin- 
phosphorsaéure nicht der Fall. Dies stellt einen grundlegenden Unter- 
schied gegeniiber der enzymatischen Spaltung des Zuckers in Milchsaéure 
dar. Auch dabei entsteht, wie in der alkoholischen Garung in Gegen- 
wart von Natriumfluorid ein Gemisch von Phosphoglycerinséure und 
a-Glycerinphosphorséure. Nimmt man hier das NaF fort, so spaltet 
sich die Phosphoglycerinséure in Phosphorsiure und Brenztrauben- 
saiure, und diese reagiert mit «-Glycerinphosphorsaéure zu Milchsdiure 
und Triosephosphorséure; ja, der Umsatz der Brenztraubenséure 
findet auch in Gegenwart von NaF statt; es ist eben nur der Cbergang 
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von Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensiure durch NaF gehemn 
worden. 

Nimmt man in einem Mazerationssaft, der ein Gemisch von 
Phosphoglycerinséiure und x-Glycerinphosphorsaure enthalt, das Fluoricd 
fort, so wird zwar die Phosphoglycerinséiure jetzt ebenfalls in Brenz 
traubensiure und Phosphorsiure gespalten und weiterhin in Acet 
aldehyd und CQ,. Die «-Glycerinphosphorsiure nimmt aber daran 
keinen Anteil. Die Ausbeute und die Geschwindigkeit des Umsatzes 
werden durch ihre Anwesenheit nicht geéndert. Sie wird vielmehr in 
Abwesenheit von Fluorid allmahlich zu Glycerin und Phosphorsaure 
hydrolysiert. Ganz entsprechend ist auch die «-Glycerinphosphor 
siure nicht imstande, selbst in beliebig hohen Konzentrationen di 
Induktionsperiode der Gérung aufzuheben oder abzukiirzen. Dir 
enzymatische Hydrolyse der Glycerinphosphorséure ist aber nicht an 
dieser Wirkungslosigkeit schuld, denn auch in Anwesenheit von Fluorid, 
wodurch die Hydrolyse verhindert wird, reagiert sie weder mit Brenz 
traubenséure noch mit Acetaldehyd, und die Menge dieses letzteren 
wird im Mazerationssaft durch ihre Anwesenheit nicht verringert. 


Bb. Rolle der Triosephosphorsdure. 

Der Acetaldehyd greift also nicht erst an der Stufe der Glycerin- 
phosphorsaéure an, sondern bereits vorher; wie man daher annehmen 
darf, an einer Triosephosphorséiure. Man kann schematisch annehmen, 
daB hier eine Dismutation zwischen Glycerinaldehydphosphorsaure 
und Acetaldehyd stattfindet. 

COH.CHOH.CH,O.H,PO, + COH .CH, + H,O (7) 

= COOH .CHOH.CH,0O.H,PO, + CH,OH . CH. 

Indessen muB der unmittelbar aus der Veresterung der Hexose mit 
Phosphat in Gegenwart von Harden-Young-Ester entstehende Triose- 
ester in status nascens mit Acetaldehyd reaktionsfaihiger sein als die 
synthetische Glycerinaldehydphosphorsaure, sonst wiirde diese, wenn 
sie neben Glucose zum Extrakt hinzugegeben wird, selbst sofort in 
Phosphoglycerinsiure umgewandelt, und die ibriggebliebene Glucose 
wirde dann, wenn die Reaktion einmal ausgelést ist, auf Grund der 
immer neu gebildeten Triosephosphorséure und unabhangig von der 
Menge zugesetzter Glycerinaldehydphosphorséure weiter reagieren. 
Ein solcher Verlauf scheint aber nicht stattzufinden. Man findet bei 
kleinen Konzentrationen Glycerinaldehydphosphorsaure einen deutlichen 
KinfluB von deren Menge auf die Geschwindigkeit der Glucoseveresterung 
und -spaltung, so daB es sich nicht nur um einen Auslésungsvorgang 
handeln kann, sondern um eine Katalyse, bei der in einem gewissen 
Bereich die Konzentration des Katalysators eine Rolle spielt. Es mul 
also dahingestellt bleiben, ob das auftretende Intermedidrprodukt 
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veradezu Glycerinaldechydphosphorséure ist oder irgendeine leicht 
daraus entstehende und aktivere Verbindung. Tatsachlich lagert sich 
ja die Glycerinaldehydphosphorsaure fiir sich allein rascher um als 
Hexosediphosphorséure. Das diirfte aber gerade der Grund dafiir sein, 
daB ihre katalytische Fahigkeit geringer ist als die des Harden-Young- 
Ksters, indem ihre Konzentration durch Spontanzerfall rascher absinkt. 
Verschwindet doch Hexosediphosphat bei UCberschuB von Acetaldehyd 
und Glucose zunachst tiberhaupt nicht merklich, wahrend der Zucker 
reagiert, und zwar, wie wir oben sahen, unter Bedingungen, wo in 
































Abb. 10, 2 
Angiirung von Mazerationssaft in = 
Abwesenheit von Fluorid. Je 0,5eem 600 i vial oe * 
Mazerationssaft auf 2 cem Gesamt- 
fliissigkeit. ME 
Abszisse: Zeit in Minuten. F 
Ordinate: emm Girungskohlensdure. 
1. @ @ mit 6 mg Glucose 600 
allein. 
II. x x mit 6 mg Glucose 
4mg Acetaldehyd. 
III. o o mit 6 mg Glucose & 
+ 20mg Methylenblau. > 
ly. oe omit 6mg Glucose Ry 
Hexosediphosphat iS 
(0,56 mg Py, Os). 
Vv. A mit 6 mg Glucose 
+ Hexosediphosphat 
(06mg P.sO;) + 4mg 
Acetaldehyd. 200 
VI. +———-+ mit 6 mg _ Glucose 
Hexosedip!iosphat 
(05mg P.O;5) + 20mg 
Methylenblau. 
A bei 5 Min. Einkippen der Zucker- 
lisung. 0 5 2 Z 


1S 
Minuten 


Abwesenheit von Acetaldehyd Hexosediphosphorsaure sich mit Glucose 
und Phosphorséure bereits zu Glycerinphosphorséure und Phospho- 
glycerinséure dismutiert hatte. 

Der Acetaldchyd selbst ist, wie schon lange bekannt, ein sehr 
wirksames Mittel, um die Induktionsperiode der Gérung abzukiirzen 
und den Garanstieg zu beschleunigen. Man kénnte deshalb zunachst 
daran denken, daB der gleichsinnige EinfluB der Phosphorséureester 
auf die Géarung allein darin bestiinde, auf dem Wege tiber Phospho- 
glycerinsiure Acetaldehyd zu liefern. Da8 dies aber nicht der einzige 
Grund ist, kann man aus vergleichenden Messungen der Angarungs- 
geschwindigkeit ersehen. Allerdings hebt Zusatz von Acetaldchyd die 
Induktionsperiode rasch auf, ahnlich wie Zusatz von Hexesediphosphor- 
siure. Bei Zusatz von / cetaldehyd und Hexosediphosphorséure zu- 
sammen geschieht aber die Angéirung noch rascher, und man kann 
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in diesem Falle mit unseren Methoden einen Garanstieg nicht mel: 
feststellen, die Garung setzt vielmehr mit maximaler Geschwindigkeit 
ein (vgl. Abb. 10). DaB den Phosphorséureestern hier noch ein: 
eigene Rolle zufallt, ergibt sich aus der analogen Reaktion in Gegen 
wart von Fluorid: der rasche Umsatz der Glucose mit Acetaldehyd zu 
Phosphoglycerinséure findet nicht statt, wenn nicht eine kleine Meng: 
Phosphorsaureester zugegen ist. 


C. Ersatz des Acetaldehyds durch Methylenblau. 

Der Acetaldehyd bewerkstelligt den Fortschritt der Reaktion 
dadurch, daB er die Spontanumlagerung der Triosephosphorséure in 
Phosphoglycerinséure und «-Glycerinphosphorséure ersetzt durch di 
totale Oxydation zu Phosphoglycerinséure, wobei er selbst zu Alkoho! 
wird. Es liegt daher nahe, ihn durch andere reduzierende Substanzen 
zu ersetzen. Das ist in der Tat méglich. Methylenblau, dessen leicht: 
Reduzierbarkeit im Verlauf der Garung schon lange bekannt ist?, kann 
in ganz ahnlicher Weise in dem mit Fluorid vergifteten Mazerationssaft 
Glucose zur fortlaufenden Veresterung und zur Umlagerung in Phospho 
glycerinséure bringen, wobei es selbst zu Leucomethylenblau ver 
wandelt wird. Ebenso ist es auch zur Aufhebung der Induktionsperiode 
befahigt (vgl. Nr. 6 und 3 in Abb. 9). In Gegenwart von etwas Hexose- 
diphosphat setzt die Garung bei Gegenwart von Methylenblau ebenso 
plétzlich und mit der gleichen maximalen Geschwindigkeit ein wie in 
Gegenwart von Acetaldehyd. 

Eine Nebenwirkung des Methylenblaues besteht darin, daB es im 
fluoridhaltigen Mazerationssaft die Glucose auch ohne Veresterung 
teilweise oxydiert, wahrscheinlich unter Bildung von Zuckerséuren 
Es wird daher selbst rascher reduziert, als der Bildung von Phospho- 
glycerinséure entspricht, und es entstehen auch im ganzen mehr Saure- 
aquivalente. Man muB daher in diesem Falle zum sicheren Nachweis 
die Phosphoglycerinséure isolieren, wie es in einem gréBeren Versuchs- 
ansatz geschah. Hs ist zundchst in der folgenden Ubersicht (Tabelle V 11) 
nur der Vergleich zwischen der Umlagerung der Glucose mit ver- 
schiedenen Esterzusitzen in Gegenwart von Acetaldehyd und Methylen- 
blau gegeben. Der hier entstehende Ester ist Phosphoglycerinsaure. 
Wegen der erwaihnten Nebenreaktionen entstehen weniger Millimo! 
Ester, als Methylenblau zugegeben ist. 

70 ccm Mazerationssaft wurden mit 14ccem 4,2°,igem NaF, 56 cen 
2.6 °,igem NaHCO,, 28ceem 10 °,iger Fructose, 5cem 5°,igem Na-Hexosedi 
phosphat und 35cem 5°,igem Methylenblau vermischt und nach CO, 


Sattigung 4 Stunden bei 28° belassen. In Abstiinden von je 1 Stunde wurd 
noch zweimal dieselbe Menge Methylenblau zugegeben. Die Aufarbeitung 


1 Vel. auck Nilsson, Arkiv for Kemi 10A, Nr. 7, 8S. 122. 
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Tabelle VII. 
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geschah in der tiblichen Weise. Zur Entfernung des restlichen Methyle 

blaues der gr6Bte Teil fallt schon mit der Trichloressigséurefallung 

wurde das Reaktionsgemisch mit Tierkohle geschiittelt. Gewonnen wurcd 

0,7 g zu 80°. reines saures Ba-Salz. Verestert waren pro Kubikzentimet: 

unverdiinnten Mazerationssaft 1,8 mg P,O;, das entspricht einer Gesaimt 

menge von 0,66 g saurem Ba-Salz. Die Ausbeute betrug demnach 8&4‘ 
Saures Ba-Salz der Phosphoglycerinsaure. 


4,709 mg Substanz: 1,74 mg CO,; 1,07 mg H,O 


8,34, o> 5.28 ,, BaSO, 
253 - i 0,405 ,, P.O; 


C,;H,0O,P Ba + 2H,0O: 
ber.: 10,07% C, 2,54% H, 38,43% Ba, 19,86% P,0O,; 
gef.: 10,08% C, 2,51% H, 37,26% Ba, 19,29% P,O,. 
Verhaltnis Ba/P,O;: ber.: 1,94; gef.: 1,94. 


Diskussion, 

Im vorangehenden sind im wesentlichen drei quantitativ§ ver- 
laufene Reaktionen beschrieben, von denen zwei nicht durch Fluorid, 
aber durch Jodessigséure, und eine durch Fluorid, aber nicht durch 
Jodessigsiure gehemmt wird. 

Die ersten beiden Reaktionen sind 

a) 1 Glucose + 1 Hexosediphosphorsaure -+- 2 Phosphorséure 

2 «-Glycerinphosphorséure -- 2 Phosphoglycerinsaure. 
c) 1 Glucose + 2 Phosphorsiure + 2 Acetaldehyd 
2 Alkohol +- 2 Phosphoglycerinsaure. 
{ Hexosediphosphatkatalyse. ] 
Die dritte ist 
b) Phosphoglycerinséure — Brenztraubenséure + Phosphorsaure 
Acetaldehyd + CO, + Phosphorsaure. 

Ubrigens wird in dieser dritten nur die erste Etappe durch Fluorid 
gehemmt, die carboxylatische Spaltung aber weder durch Fluorid noch 
durch Jodessigsiure. Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB es sich 
hier um Teilreaktionen der Garung handelt, die dadurch fiir sich isoliert 
beobachtet werden kénnen, daB infolge der Einwirkung der hemmenden 
Stoffe das jeweils entstehende Endprodukt an der Weiterreaktion 
gehindert wird. Nun ist, wie festgestellt, die durch Fluorid gehemmte 
Reaktion allein die Spaltung der Phosphoglycerinsaiure, und wir brauchen 
daher nur nach der Reaktion c) uns das Fluorid beseitigt zu denken, 
um sofort zu der Reaktion b) zu gelangen, die durch Neuerzeugung des 
Acetaldehyds die Reaktion c) ablaufen 1aBt, bis alle Glucose umgesetzt 
ist. Reaktion c) und b) zusammen stellen daher im Verlauf der Garung 
den stationiren Zustand dar. Vorausgesetzt ist dafiir, daB auBer einer 
Spur Hexosediphosphat schon Acetaldehyd anwesend ist. Dieser erste 
Acetaldehyd wird aber zunachst nach der Reaktion a) erzeugt, ebenfalls, 
wenn wir uns das Fluorid nach Ablauf derselben beseitigt denken. 
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Die Reaktion a), die nebenher eine Menge nicht weiter reagierender 
4-Glycerinphosphorsaure bildet, stellt daher zusammen mit c¢) die 
Phase der Angérung vor, wahrend deren erst die optimale Acetaldehyd- 
konzentration erzeugt wird, die fiir den stationaren Zustand der Glei- 
chungen c) und b) nétig ist. Fiir die Gleichung a) ist schlieBlich schon 
das Vorhandensein der Hexosediphosphorsiure in einer der reagierenden 
Glucose aquivalenten Menge angenommen. Es braucht davon nur 
soviel anwesend zu sein, daB es nach a) und b) zu einer minimalen 
Bildung von Acetaldehyd kommen kann und da8 dann noch geniigend 
bleibt, um die Reaktion ¢) zu katalysieren, die immer neuen Acetaldehyd 
nachliefert. Diese Menge muB nun in der Tat zur Aufhebung der 
Induktionsperiode vorgegeben werden und wir erhalten daher, unter 
der Voraussetzung des Vorhandenseins von Hexosediphosphorsaure 
ein vollstandiges Schema der Garung, wenn wir die drei Gleichungen 
verbinden. Wir kénnen weiterhin, auf Grund des Verhaltens der 
Glycerinaldehydphosphorséure die Annahme machen, da intermediar 
allemal Triosephosphorsaéure auftritt, ohne uns auf die Natur dieser 
Triosephosphorsadure festzulegen. 

Es ergibt sich dann das folgende Schema der Garung, das den 
Umsatz der Glucose zu den Endprodukten zeigt und die Trennung 
der Angaérungsphase von dem stationiéren Zustand veranschaulicht. 
Gleichzeitig erklart es die spezifische Rolle des Acetaldehyds, ordnet 
die Carboxylase in den Garungsverlauf ein und zeigt die Bildung von 
Alkohol und Kohlenséiure als Oxydoreduktionsvorgang. Weiterhin 
erkennt man die Notwendigkeit der Veresterung fiir den Zuckerzerfall 
und die Rolle der Hexosediphosphorsaure fiir die Aufhebung der In- 
duktionsperiode. 

Neues Girungsschema. 





1 Glucose a) 2 a-Glycerinphosphor- 
»xosediphosphor- moe saure 
+ 1 Hexos ae ——" : 4 Triosephos- 9 ph re ar 
ol saure eee: aa + 2 Phosphoglycerin- 
> !. 2 Phosphorsaure I ; aceias 
= + 2 Phosphorsiure saure 
> b) 
‘ v : oe 2 Acetaldehyd 
. traubensaure 9° CQO. 
2 Phosphoglycerinsidure m a a + 2C0, 
: + 2 Phos- 9D ; 
phorsiiure + 2 Phosphorsiure 
= 1 Glucose Cc) 
. ‘ 2 Phosphor- 2 Triosephos- 
: | Hexosediph. + I salen. 2 Phosphoglycerin- 
$ Ketalves saure - phorsaure 7 ott 8 
E 2 | * Sa PL + 2 Alkohol 
= al le re aldehyd i 








Abb. 11. 
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Nicht wiedergegeben ist in dem bisherigen Schema die Harden- 


Youngsche Beziehung 
2 Glucose + 2 Phosphat = 1 Hexosediphosphat + 2 CO, + 2 Alkohol. 
Diese Formel stellt im ganzen nur eine Bilanz dar, ohne Riicksicht auf 
Zwischenprodukte. Sie gibt dariiber hinaus an, daB bei dem Totalumsatz 
von einem Glucosemolekiil sich ein Molekiil Hexosediphosphat. iiber- 
schiissig synthetisiert. Die Bildung der Hexosediphosphorsaure ist in 
unserer obigen Formulierung nicht enthalten, da diese als vorgegeben 
angenommen ist. Man kann nun aber vor die Gleichung a) noch dic 
Formel setzen 
2 Glucose + 4 Phosphat 
2 Hexosemonophosphat + 2 Phosphat (8) 
1 Hexose + 2 Phosphat + 1 Hexosediphosphat. 
Man gelangt dann zu dem in der Gleichung a) vorliegenden Verhaltnis 
von 1 Molekiil Hexose (Glucose) und 1 Molekiil Hexosediphosphat. 
Wenn die Angarung in solcher Weise zunachst zur Bildung von H>exose- 
diphosphat fiihrt und erst dann, nach Gleichung a), zum Wieder- 
verschwinden desselben, so versteht man, daB die Hexosediphosphor- 
siure sich im Verhiltnis 1: 1 iiberschiissig anreichert, wenn infolge des 
Auftretens von Acetaldehyd der Hexoseumsatz nicht mehr nach Glei- 
chung a), sondern nach Gleichung c) weiterlauft. Dann bildet sich 
weiterhin fiir zwei insgesamt reagierende Zuckermolekiile 1 Molekiil 
Hexosediphosphat. Dies hat nun nicht mehr Gelegenheit, nach Glei- 
chung a) weiter zu reagieren, da es ja, wie wir gesehen haben, in Geogen- 
yart von Acetaldehyd unangegriffen bleibt und lediglich katalytisch 
wirkt. Zwar wird die Synthese des Zuckers zu Hexosediphosphorsaure 
nicht abgesondert und der Vergarung vorhergehend, sondern nur in 
Verbindung mit dem Zuckerzerfall beobachtet. Man muB8 aber nicht 
iibersehen, daB die Veresterung nur soweit der Bzobachtung zuganglich 
wird, als der Verbrauch nicht mit der Bildung des Esters Schritt halt, 
und das ist eben der Fall, wenn die Reaktion nach c) einsetzt!. 
In Gegenwart von Fluorid kann eine iiberschiissige Bildung von 
Hexosediphosphat aus Glucose und Phosphat nicht beobachtet werden, 


1 Zur Vermeidung von MiBverstandnissen sei hervorgehoben, da allen 
Betrachtungen nur der Zeitabschnitt der Gaérung des Mazerationssaftes 
zugrunde liegt, in dem noch freies anorganisches Phosphat vorhanden ist 
und nicht die spatere langsamere Garungsphase, deren Geschwindigkeit 
von der Wiederaufspaltung der angehaiuften Hexosediphosphorséure ab- 
haingt. Der stationire Zustand in unserem Sinne entspricht der maaimalen 
Gargeschwindigkeit, tibrigens auch dem stationéren Zustand, wie wir ihn 
uns in der lebenden Zelle vorstellen miissen. Denn in der lebenden Zelle 
kommt es ja nicht zu einer Trennung der beiden Harden-Youngschen 
Garungsphasen und auch zu keiner Anhéufung von Hexosediphosphorsaure. 
Man sieht, da in unserem Schema im stationéren Zustande alle Molekiile 
ebenso rasch umgesetzt werden, wie sie entstehen. 
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weil sich der Ester nur in dem MaB8e bildet, als er sich in 3 C-Ketten 
aufspaltet und dismutiert. Es erscheint méglich, dafs eine andere 
hemmende Substanz aufgefunden wird, die eine iiberschiissige Synthese 
des Esters gestattet und daB es dann tatsiachlich gelingt, das Vor- 
kommen der Gleichung (8) nachzuweisen. Dann wiirde im Verlauf der 
Reaktion c) nicht wie bei der Fluoridwirkung, das Hexosediphosphat 
konstant bleiben, sondern pro Umsatz von 1 Mol Glucose um 1 Mol 
zunehmen, In der Formulierung (8) ist weiterhin auf Grund dlterer 
Argumente angenommen!, da zunachst Hexosemonophosphat auftritt, 
das in 1 Molekiil Hexosediphosphat und 1 Molekiil weiter reagierenden 
Zucker dismutiert. Dementsprechend finden wir ja auch hier, daB 
Hexosemonophosphat in Gegenwart von Acetaldehyd sich ebenso 
verhalt, wie ein aquimolekulares Gemisch von Glucose und Hexose- 
diphosphat. 

Da das in unserer Arbeit begriindete Schema nur den Abbau des 
Zuckers darstellen soll, wenn eine gewisse Menge Hexosediphosphor- 
siure vorgegeben ist, so mu es vorliufig dahingestellt bleiben, wie die 
Verkniipfung zwischen Veresterung und Abbau im einzelnen zu formu- 
lieren ist. Unabhangig hiervon ist das angegebene Schema durch die 
unter FluorideinfluB und JodessigsiureeinfluB stattfindenden ‘'Teil- 
reaktionen sicher fundiert. Es ist dafiir nur die eine Voraussetzung 
gemacht, daB bei diesen Hemmungen keine neuen chemischen Reaktionen 
eintreten, sondern daB hierbei Teilreaktionen des ungehemmten Garungs- 
ablaufes zur Beobachtung kommen. Diese Annahme ist durch das 
analoge Verhalten der beiden spezifischen Hemmungen im Verlauf 
der enzymatischen Milchséiurebildung weiterhin gestiitzt. Auch ist 
kein Tatbestand bekannt, der dem angefiihrten Schema widerspricht, 
wohl aber viele, die hierdurch eine neue Beleuchtung empfangen. Das 
Methylglyoxal wird als Zwischenprodukt demnach bei der Gérung 
ebenso iiberfliissig, wie bei der Milchséurebildung. Da die 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsaure unter den gelindesten chemischen Einwirkungen 
in Methylglyoxal tibergeht, méchten wir annehmen, «8 das von 
Neuberg und Mitarbeitern beobachtete Auftreten von Methylglyoxal 
bei der Zuckerspaltung in stark verdiinnten und an Co-Ferment ver- 
armten Hefeextrakten daher riihrt, daB die intermediare Triosephosphor- 
siure an der normalen Dismutation, die nur in Gegenwart von Co-Fer- 
ment erfolgt, gehindert ist und dann einer chemischen Zersetzung unter- 
liegt. Eben daher diirfte die Spur von Methylglyoxal herriihren, die 
schon Lundsgaard in diesem Institut im jodessigsiurevergifteten Muskel 
gefunden hat?; denn, wie gezeigt, hindert ja auch die Jodessigsaure- 
vergiftung die weitere Reaktion der 3-Glycerinaldehydphosphorsaure. 


10. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. — 
2 Ebenda 227, 39, insbes. 55, 1930. 











348 O. Meyerhof u. W. Kiesling. 


Verschiedene Fragen sind hierbei noch offen geblieben, insbescn¢-: 
die nach der Natur des intermediaren Trioseesters und nach dem 
Zusammenhang zwischen der Katalyse des Hexosediphosphats — bei 
der Reaktion c) und dem stéchiometrischen Umsatz des Esters 
in der Reaktion a), da ja auch die Katalyse eine Zwischenverbindung 
des Katalysators mit dem Substrat voraussetzt. Ferner kénnten 
moglicherweise noch definierte Zwischenprodukte bei der Reaktion 
von Glucose, Phosphat und Hexosephosphat zu den Trioseestern 
auftreten. Erwahnt sei zum SchluB, daB die Glucose beim Umsatz 
mit Hexosediphosphat keine Sonderstellung einnimmt, sondern daB sic 
in allen hier untersuchten Keaktionen sich durch Fructose ersetzen laBt. 

Im ganzen ergibt sich, daB das von Embden entworfene Schema det 
Milchséurebildung des Muskels auch ein neues und helles Licht auf die ent 
sprechenten Phasen der alkoholischen Gérung geworfen hat. Es ist uns 
desha,b ein Bediirfnis, unserer Trauer dariiber Ausdruck zu geben, dat) 
Gustav Embden nicht mehr die Weiterentwicklung der von ihm geschaffenen, 
so fruchtbaren Theorie erleben sollte und der biochemischen Wissenschaft 
so friih entrissen ist. 

Wir danken Herrn W. Schulz und Herrn W. Méhle fiir thre Mithilfe 
bei den Versuchen. 

Zusammenfassung. 

In der Arbeit werden die unter Fluorid- und Jodessigséureeinflu8 
ablaufenden Teilreaktionen der alkoholischen Garung im Hefemazera- 
tionssaft untersucht. 

Es werden mehrere neue Garungsgleichungen aufgestellt, die den 
Umsatz von Zucker und Hexosephosphorsiure in + bwesenheit und 
Anwesenheit von Acetaldehyd zeigen. Im ersteren Falle kommt es in 
Fluorid zu einer 4quimolekularen Bildung von «-Glycerinphosphorsaure 
und Phosphoglycerinsiure; im letzteren Falle zu ausschlieBlicher 
Bildung von Phosphoglycerinséure, unter Reduktion des Acetaldehyds 
zu Alkohol. Die Verbindungen wurden isoliert und ihre Identitat mit 
den bei der Milchséurebildung im Muskelextrakt erhaltenen Zwischen- 
produkten gezeigt. Weiterhin ergibt sich, daB die Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure auch bei der Géarung als Intermediirprodukt an- 
gesehen werden kann. 


Aus der Zusammenfassung der Gleichungen bei der Fluorid- und 
Jodessigsiurehemmung der Gérung erhalt man ein  vollstandiges 
Schema der Intermedidrreaktionen, das den Unterschied der Angarung 
und des stationiren Zustandes, die Induktionsperiode sowie die Rolle 
der Hexosediphosphorsiure und des Acetaldehyds hierbei, schlieBlich 
die Bedeutung der Phosphorylierung und weiterer Erscheinungen der 
Kinetik des zellfreien Garungsablaufes richtig wiedergibt. 














Uber den Bicarbonatgehalt des lebenden Muskels. 


Von 
N. Brookens', 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 13, Oktober 1933.) 


Das pu des Muskelinnern ist nach der Hasselbalchschen Gleichung 
[HC Os] 
[H, COs] 


Messung des durch Saure austreibbaren CO, bei konstantem Kohlen- 


definiert durch py = pK, log Wird es aus der 


2(C 0») 


siiuredruck berechnet?, so ist dabei vorausgesetzt, 1. daB die ganze 
ausgetriebene Kohlenséiure aus Zersetzung von im Muskelwasser ge- 
léstem Alkalibicarbonat herriihrt, und 2. daB das p Ky der Kohlensiure 
im Muskel bekannt ist und gleichgesetzt werden kann demjenigen in 
einer physiologischen Salzlésung. DaB diese letztere Annahme nicht 
genau zutreffend ist, ist schon in der angefiihrten Arbeit gezeigt worden. 
Es ergab sich nimlich, daB in 38°, CO, Isohydrie zwischen Muskel- 
gewebe und Ringer-Bicarbonatlésung bestand, wenn die letztere etwa 
30° mehr gebundenes CO, enthielt als das Muskelgewebe. Dieses 
befand sich im Zustande der Jodessigséiurestarre, so da es keine Milch- 
siure enthielt, die Stoffwechselvorgange aufgehoben und die Oberfliche 
fiir lonen durchlissig geworden war. Die Isohydrie ergab sich daraus, 
daB bei Vermischung der Muskulatur mit Ringer-Bicarbonatlésung 
Kohlensaure weder aufgenommen noch abgegeben wurde. Die daraus 
berechnete Aktivitatsinderung der Kohlensiure von 0,14 des pK)- 
Wertes ergab sich auch in Serumphosphatgemischen im Vergleich zu 
tinger-Bicarbonat. Unter Beriicksichtigung dieser Korrektur kann 
dann das py des Muskelinnern berechnet werden, wenn das durch 
Siiure austreibbare CO, vorher in ionisiertem Zustande im Muskel- 
wasser gelést war. Es bleibt aber noch zu untersuchen, ob zwischen 
einem Muskel und dem ihn umgebenden Milieu im Gleichgewicht 
iiberhaupt eine Isohydrie besteht. Dies wird insbesondere von Netter 
verneint?, der auf Grund der von ihm und Mond angenommenen An- 
ionen-I[mpermeabilitat des Muskels berechnet, da das py des Muskel- 


1 Deutsch-amerikanischer Austauschstudent. 2 O. Meyerhof, W. Méhle 
u. W. Schulz, diese Zeitschr. 246, 285, 1932. — * Pfliigers Arch. 220, 107, 


1928; vgl. insbesondere S. 121; 222, 724, insbesondere 8S. 736, 1929; Jond 
u. Amson, ebenda 220, 69, 1928; Mond u. Netter, ebenda 230, 42. 1932 und 
private Mitteilungen. 
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innern um 1,3 kleiner sein sollte als das der umgebenden Lisung; denn 
nach ihm soll die Gleichung giiltig sein 
i, K; 


i i 
ii. i. 
Der Gehalt an Kaliumionen im Muskelinnern (K;) ist aber nur 


von dem der AuBenlésung K,. 


Andererseits bestand nach der Feststellung von Henriques iiber 
das Vorhandensein von Carbhimoglobin! und derjenigen von Roughton®. 
wonach EiweiBkérper und Aminosiuren leicht CO, zu Carbaminsiure- 
derivaten addieren, die Méglichkeit, daB nicht alles durch Saure aus- 
treibbare CO, vorher als HCO3-Ion vorhanden ist. Gegen die Vor- 
stellung von Netter spricht andererseits, daB das py des unter Kautelen 
hergestellten Muskelbreies und MuskelpreBsaftes von unermiideten 
Muskeln bei px 7,1 gelegen ist*. 

Ich habe daher auf Vorschlag von Herrn O. Meyerhof untersucht, 
wieviel gebundene Kohlensaure sich im intakten Muskel im Gleich- 
gewicht mit Ringer-Bicarbonatlésung und Serum unter verschiedenen 
Kohlensaiuredrucken befindet, sowohl in der Ruhe wie nach ver- 
schiedener Vorbehandlung des Muskels (elektrische Reizung, Coffein- 
starre, Jodessigsiurestarre). 


Methodik. 


Vorsichtig praparierte Sartorien von etwa 0,1 g von R. temporaria 
wurden in ManometergeféBen mit bicarbonathaltiger Loésung mehrere 
Stunden geschiittelt, wahrend der Gasraum mit Sauerstoff und wechselndem 
Prozentgehalt CO, gefiillt war. Es wurde dann die Menge des durch Saure 
austreibbaren CO, getrennt im Muskel und in der umgebenden Lésung 
gemessen, wahrend der symmetrische Muskel ohne Fliissigkeit mit dem 
gleichen Gasgemisch ins Gleichgewicht gebracht wurde und dann ebenfalls 
darih die gebundene Kohlensaéure bestimmt wurde. Das gleiche geschah 
mit Proben der Lésung ohne Muskel. Die Suspensionslésung war stets 
0,3 cem, Temperatur 20°. Die Uberséuerung geschah mit 1,0 cem 0,5 mol. 
Weinsaéure oder 0,5ccm 1 mol., so daB der Muskel von der Fliissigkeit 
bedeckt wurde. Die Ausgleichszeiten fiir die Verteilung des Bicarbonats 
betrugen zwischen 2 und 24 Stunden. Wahrscheinlich war der Ausgleich 
schon in 2 Stunden vollstandig. Sicher war dies nach 3 bis 4 Stunden der 
Fall, denn in langeren Zeiten konnten keine systematischen Veranderungen 
mehr beobachtet werden. Der Muskel wurde aus der Loésung heraus- 
genommen, mit Filtrierpapier abgetrocknet und auf einer analytischen 
Waage gewogen. Fiir die Berechnung wurde sein Wassergehalt zu 80°, des 
Gewichtes angenommen. Fiir Pferdeserum, das durch Wasserzusatz zum 
Froschmuskel isotonisch gemacht wurde, wurde 92°, Wassergehalt an- 


1 O. M. Henriques, Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 1929. — * Nature 131, 
874, 1933 (17. Juni). — * Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 128, 


1926; Furusawa u. Kerridge, J. of Physiol. 63, 33, 1927. 
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yesetzt. Das Pferdeserum wurde durch Erwarmen auf 55° vorher inaktiviert 
ind dann meist mit Phosphatzusatz verwendet, so da} die Gesamtkonzentra- 
tion m/20 betrug. 
A. Ruhemuskel. 
l. Suspendierung in Serum. 

In der Tabelle I sind im ganzen 20 Versuche wiedergegeben, davon 
18S mit Serum + m 20 Phosphat, zwei ohne Phosphatzusatz, wobei 
Kohlensauredrucke von 3, 16, 35°, und Ausgleichszeiten zwischen 
1.5 und 23,5 Stunden benutzt sind. 

Mit einer einzigen Ausnahme ist am SchluB bedeutend mehr 
Bicarbonat im Serum vorhanden als im Muskel. Dabei war bei den 
niederen CO,-Drucken der Ausgangsgehalt des Muskels an HCO; meist 
gréBer als am SchluB, der des Serums niedriger, so daB der HC O3-Gehalt 
im Serum zunahm, im Muskel abnahm und sich der anfangliche Unter- 
schied umkehrte. Dies beweist, da der erreichte Zustand wirklich 
einen Gleichgewichtszustand darstellt oder ihm naheliegt. Ofters 
nimmt das Bicarbonat im Serum starker zu, als es im Muskel abnimmt, 
besonders in lingerer Zeit. Dies kann nicht die Folge der Anhaufung 
der Atmungskohlensaure sein, denn wenn die Flissigkeit am SchluB 
wieder auf den Anfangs-C O,-Druck justiert wird, so ist die neu hinzu- 
gekommene Kohlensiure wieder entfernt worden. Es mu vielmehr 
an der Neubildung und dem Austritt von Puffersubstanzen aus dem 
Muskel liegen, durch die die Pufferkapazitat des Serums zunimmt, 
so da} mehr Kohlensiure retiniert wird. Wahrscheinlich ist dies die 
Folge des Zerfalls von Kreatinphosphorsiure, durch den ja bei héheren 
Kohlensiuredrucken neue Basenaiquivalente entstehen. Das frei 
werdende anorganische Phosphat wiirde dann im Laufe lingerer Zeiten 
allmahlich aus dem Muskel herausdiffundieren. Daher diirften die 
kirzeren Zeiten von 2 bis 8 Stunden ein besseres MaB fiir den Gleich- 
gewichtszustand sein als die ganz langen. 

Im Mittel ist pro 1 g Muskelwasser ein UnterschuB an ge- 
bundenem CQ, 

in 3°, CO, von 96emm 
i6% CQ, ; 75 
35°, CO, ., 160 
vorhanden. Dies entspricht etwa 30°, (15 bis 40°.) des im Muskel 
vorhandenen Bicarbénats und miiBte bei gleicher CO,-Aktivitat einen 
pu-Unterschied von 0,13 bedingen. 


2. Suspension in Ringer-Bicarbonatlésung. 
In Ringerlésung ist der Unterschied kleiner, aber bei einem CO,- 
Druck von 3°, ebenfalls deutlich. Bei 16°, war der Unterschied un- 
bedeutend und inkonstant. Die Differenz bei 3°, CO, betrug im Mittel 
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von 14 Versuchen 51 cmm gebundener CO, = 20%, des im Muske 
vorhandenen. Dies bedingt aber keinen py-Unterschied, weil es gerad« 
dem Unterschied an HCO) entspricht, der sich im isohydrischen 
Zustande zwischen Muskulatur und Ringer-Bicarbonatlésung findet 
In der Tat verschwindet auch dieser Unterschied des Bicarbonat 
gehaltes, wenn man Phosphat zur Ringerlésung hinzugibt. Das Ver- 
halten laBt sich hier durch ein Donnan-Gleichgewicht erkliren. Das 
durch die Membran indiffusible oder schwer diffusible Anion ist dann 
im wesentlichen Phosphat, welches, wie die Versuche von G..M. Eggleton 
neuerdings zeigten', in der Tat nur teilweise aus dem Muskel 
herausdiffundiert. Nach den Versuchen der Tabelle I] wiirde die 
Konzentration des indiffusiblen Ions 0,004 mol. betragen, wahrend dic 
Konzentration des anorganischen Phosphats im ruhenden Muskel 
0,008 mol. ist. Ein Phosphatzusatz von 0,025 mol. zur Ringerlésung 
kehrt daher auch den Effekt um. 

In Tabelle III sind sechs derartige Versuche mit Ringer-Phosphat- 
losung wiedergegeben. 


B. Starre- und ermiideter Muskel. 
l. Jodessigsiuremuskel. 

Das Verhalten des Jodessigsiurestarremuskels weicht darin ab, 
da hier bei 3°, CO, sich etwa gleichviel Bicarbonat innen und auben 
findet, bei 16°, sogar ein UberschuB im Muskelinnern; doch ist hier 
in allen Fallen, um den Vergleich durchfiihren zu kénnen, der Bi- 
carbonatgehalt auf das Gewicht des unvergifteten Muskels bezogen. 
Infolge der mit der Starre verbundenen Quellung nimmt aber der 
Wassergehalt zu. Da méglicherweise dies die Ursache fiir das abweichende 
Verhalten des Jodessigsiuremuskels ist und nicht die durchlassig 
gewordene Oberfliche, so sei von der Wiedergabe dieser Versuche 
abgesehen. 

2. Elektrische Reizung. 

Bei der elektrischen Reizung und der Coffeinstarre verhielt sich 
der Muskel ahnlich wie der ruhende Muskel. In 16° CO, war meist 
ein leichter Cberschu8 an Bicarbonat in der Ringerlésung vorhanden. 
Die Konzentration von 3% CO, ist nicht gepriift, doch diirfte hier 
der Uberschu8 noch gréBer sein. Mehrere derartige Versuche sind in 
der Tabelle LV wiedergegeben. 


Schlubfolgerungen. 
Das Verhalten des Muskels in Serum und Ringerlésung ist, wie die 
Versuche ergeben, nicht das gleiche. Ausdem Mehrgehalt des Bicarbonats 


1 J. of Physiol 79, 31, 1933. 
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in Serum hatte man zunachst 
schlieBen kénnen, daB zwar 
nicht der Muskel, wohl aber 
das Serumeiwei CO, bindet. 
Nach einer privaten Mittei- 
lung von Roughton wird da- 
gegen bei 20° und einem pu 
zwischen 6 und 7 keine mef- 
bare Menge CO, an Serum- 


protein gebunden. Unter 
diesen Umstanden ergibt sich, 
daB in der Tat dann der 
Muskel etwas saurer als das 
umgebende Serum ist, und 
zwar ungefahr um 0,15 pu, 


unabhangig vom CQO,-Druck. 
Auch gegeniiber Ringer-Bi- 
carbonatlésung ist bei nie- 
drigem CO,-Druck im Muskel 
etwas weniger Bicarbonat vor- 
handen, doch entspricht dies 
dem Unterschied der Kohlen- 
siureaktivitat, so daB das px 
innen und auBen gleich ist. 
Das Verhalten des Jodessig- 
siuremuskels ist aus den hier 
erwahnten Versuchen nicht 
eindeutig zu entnehmen, es 
miuBte vielmehr die Wasser- 
aufnahme mit der Bicarbonat- 
aufnahme noch  besonders 
verglichen werden. 

Unter 
nachsten 


dem Leben 
am stehenden Be- 
dingungen, namlich in Serum 
und bei etwa gleicher CQ,- 
Aktivitat, besteht 
sachlich eine ungleiche Vertei- 
Diese 


ist aber viel geringer, als sie 


den 


also tat- 
lung des Bicarbonats. 


auf Grund der oben wieder- 

gegebenen Uberlegungen von 

Netter sein miuBte. Dies dirfte 
24 
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vermutlich daran liegen, daB die Impermeabilitat fiir das Cl’ un 
Rhodananion sich nicht verallgemeinern la8t und daB vor allem di 
undissoziierten Sauremolekile H,CO, und Milchsiure? die Muske! 
membran ohne weiteres passieren kénnen. Dies diirfte dazu fiihre: 
die sonst anzunehmende H-lonendifferenz zu verringern. 

In Versuchen von O. Meyerhof, W. Méhle und W. Schulz? wa 
gefunden, daB die Kohlensiureaufnahme bei der Reizung eines Frosch 
muskels unter verschiedenen CQO,-Drucken zwar der Richtung nach 
mit der Alkalisierung tbereinstimmt, die der Zerfall der Kreatin 
phosphorsaiure bei wechselndem px hervorrufen muB, daB aber quan 
titativ die CO,-Aufnahme zu groB ist. Wiirde das py des Muskelinnern 
etwa um 0,5 bis 1,0 kleiner sein, als es auf Grund des Bicarbonatgehaltes 
der Lésung berechnet wird, so wirde die Ubereinstimmung zwischen 
berechneter und gefundener Alkalisierung fiir kleme CO,-Drucke besse: 
werden, wahrend fiir héhere CO,-Drucke sich kein Unterschied gegen 
iiber der bisherigen Berechnung ergeben wiirde. Im ganzen wiirde 
das Resultat also dadurch nicht verstandlicher werden, und obendrein 
geben meine Versuche keinen Anhaltspunkt dafiir, daB eine solche 
pu-Ditferenz, wie sie auch von anderen Autoren gelegentlich angenommen 
ist’, wirklich vorliegt. Ebenso findet sich in meinen Versuchen kein 
Anhaltspunkt fiir undissoziiert gebundene Kohlensiure im Muskel, da 
mit zunehmendem CO,-Druck die Differenz zwischen Bicarbonat 
auBen und innen jedenfalls in Ringerlésung abnimmt, wie es auf Grund 
des Donnan-Gleichgewichts der Fall sein muB. Es wiirde aber eine 
sehr kiinstliche Annahme sein, wenn man trotzdem einen Teil des 
Bicarbonats, das sich doch zwischen Muskel und Lésung innerhalb 
weniger Stunden neu verteilen laBt, auf ein Depot gebundenen CO, 
im Muskel beziehen wollte. 


Zusammenfassung. 

In der Arbeit wird gezeigt, daB der ruhende Muskel in Serum im 
Gleichgewicht etwa 30°, weniger Bicarbonat enthalt als das Serum, 
waihrend in Ringerlésung bei niederen CQO,-Drucken ein geringerer 
Unterschied in gleicher Richtung besteht, der bei h6heren CO,-Drucken 
verschwindet. 


1 Vgl. hierzu Devadatta, J. of Physiol. 79, 194, 1933. — * Diese 
Zeitschr. 246, 285, 1932. —* Vgl. z. B. Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 
S1, 629, 1929. 
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Uber Atmung und Girung von Milchsiurebakterien. LI. 


Von 
J. G. Davis (Reading)'. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1933.) 


Kiirzlich wurde von mir iiber Atmungs- und Géirungsmessungen 
von Milchséiurebakterien berichtet, wobei sich ergab, da} selbst nahe 
verwandte Staimme verschiedene Atmungssysteme haben®. Wahrend 
die Atmung des typischen Bacterium Delbriickii, das das gelbe Oxy- 
dationsferment O. Warburgs®  besitzt, mit Wasserstoffsuperoxyd- 
bildung verbunden ist, durch Methylenblau gesteigert wird, gegen 
KCN und CO unempfindlich ist, wird die Atmung eines nahe ver- 
wandten Milchsiurebakteriums (Cereale) durch KCN und CO ge- 
hemmt, bildet H,O, und enthalt offenbar Haminatmungsferment. Es 
wurden seither die Atmungssysteme noch einiger anderer Milchsaure- 
bakterien untersucht, sowie der Stoffwechsel von mit Toluol, Chloroform 
und Aceton abgetéteten Bakterien. Hiervon sollen im folgenden noch 
zwei Beobachtungsreihen kurz mitgeteilt werden. 


1. Stoffwechsel yon Lactobacillus casei. 


Das Bacterium casei unterscheidet sich von allen anderen Milch- 
siurebakterienstiammen dadurch in auffilliger Weise, daB es in luft- 
gesittigter, zuckerhaltiger Losung nur sehr geringe, manchmal keine 
nachweisbaren Spuren von Sauerstoff verbraucht. Es bildet auch kein 
Wasserstoffsuperoxyd, und Methylenblau ist auf den Sauerstoffverbrauch 
ohne Wirkung. Infolgedessen ist der Sauerstoff nicht wie fiir andere 
Anaerobier schidlich und andererseits auch nicht wie fiir Aerobier 
von Einflu8 auf das Wachstum. Vielmehr verhalt er sich wie ein 
indifferentes Gas. Wegen dieser minimalen Atmung ist hier die Garung 
in Sauerstoff und Stickstoff nahezu gleich. Die Milchsiurebildung 
stimmt dabei in jeder Beziehung mit der der iibrigen Milchsaure- 
bakterien iiberein. Ebensowenig wie Glucose werden andere leicht 
oxydable Substanzen wie Lactat, Alkohol, Dioxyaceton, Methyl- 
glyoxal, Acetat oxydiert. 


1 Stipendiat der Rockefeller-Foundation. 2 Diese Zeitschr. 265, 
90, 1933. — * Warburg u. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932; 260, 
499, 1933. 
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J. G. Davis: 


Untersucht wurden zwei Stamme von Lactobacillus casei, eine 
von O. Jensen, einer aus Reading (England). Sie verhielten sich im 
wesentlichen gleich. Dagegen sind die absoluten GarungsgréBen von 
dem Alter der Kultur abhangig. 16 Stunden bis 3 Tage bei 30° ge- 
zuchtete Stamme wiesen bei 37° einen Qo,-Wert zwischen 0 und 3 auf 
einen (Q)N2-Wert zwischen 90 und 350. In Tabelle I ist das Mitte! 
mehrerer Bestimmungen mit den genannten Stammen wiedergegeben 


Tabelle LI. 





o. Jensen-Stamm Englischer Stamm 
Vo, 2,6 0o—3 
Q\? 93,1 316 — 277 
Vy 91,8 287 — 255 


Methylenblau, das keine Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 
bewirkt, hemmt schon in kleinen Konzentrationen die aerobe und 
anaerobe Glykolyse, und zwar hemmt 0,001 % etwa 50%, 0,02 % 85°. 


2. Dauerpriiparate von Bacterium Delbriickii. 

Wahrend mit Toluol oder Chloroform getétete Bakterien noch 
Atmung und Milchsaurebildung zeigen, die zwar gegeniiber der normalen 
verringert, aber sonst wesentlich unverandert ist, zeichnen sich die 
Acetonpraparate von Bacterium Delbriickii dadurch aus, dab sie 
Glucose weder oxydieren, noch vergiren kénnen, dagegen die Fahigkeit 
zur Oxydation des Lactats behalten haben. Dabei zeigt die Oxydation 
des Lactats noch dieselben Charakteristica wie in den lebenden Bak- 
terien. Die Oxydation wird durch Methylenblau sehr stark gesteigert, 
ist, mit der Bildung von Wasserstoffsuperoxyd verbunden und hat 
einen respiratorischen Quotienten von etwa 0,6. Die Atmung gehorcht 
auch hier ungefahr der Gleichung: 

CH, .CHOH .COOH + 3H,0 + 60, = 3CO, + 6H,0,. (1) 


AuBer Milchsiure wird auch Brenztraubensaure oxydiert, und auch hier 
verhalten sich die Acetonbakterien wie die lebenden. Es kommt zu 
keiner Wasserstoffsuperoxydbildung, keiner Steigerung durch Methylen- 
blau, und der respiratorische Quotient ist etwa 2,0. Die Brenztrauben- 
siure wird danach vermutlich zu Kohlensaure und Essigsiure oxydiert 
nach der Gleichung: 


CO, ' 
CH,-CO-COOH + O = CH,- COOH + CO, | — 2.) 
2 


Auch diese Beobachtungen zeigen. daB die Wasserstoffsuperoxyd- 
bildung speziell mit der Oxydation der Milchsaure verkniipft ist, wie 
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es schon in der vorigen Arbeit angenommen wurde. Eme Zusammen- 
stellung ist in der folgenden Tabelle Il gegeben. 


Tabelle LI. 
Stoffwechsel von Acetonpraparaten von B. Delbriickii (37°). 





Trocken- = «mm 0, Pro- 
sr Lasse gewichs | “™HROt | eeptzehe | 5g. | Qo, 
pro Ansatz ‘” Min. Ausbeute ‘ 
1 - 4,1 4 ~- — 1 
y Glucose 4,1 4 1 
3 | Glucose + 0,01°% Methylen- 
blau 4,1 4 — — 1 
4 Lactat 4.1 34 76 0,62 6,7 
5 || Lactat + 0,01 °% Methylen- 
blau 4,1 194 7 0,96 38 
6 | Brenztraubensaures Natrium 4,1 155 0 — 80,5 
7 6.8 132 - 2,03 14,6 


Das Verhalten der Acetonbakterien erinnert an die Beobachtung 
von Barron und Hastings! an Gonokokkensuspensionen, die durch 
Konservierung in der Kalte die Fahigkeit verlieren, Glucose zu 
oxydieren, aber das Vermégen zur Oxydation von Lactat behalten. 
In ihrem Falle wird das Lactat nur zu Pyruvinat oxydiert; dagegen 
ist in meinem Falle die Oxydation vollstandig, in dem ja auch die 
gebildete Brenztraubensdure weiter oxydiert wird. 


Zusammenfassung. 

In der Mitteilung wird der Stoffwechsel des Lactobacillus casei 
beschrieben, welcher eine kaum nachweisbare Atmung besitzt, so daB 
der Sauerstoff fiir diese Anaerobierart indifferent ist. 

Zweitens werden Versuche an Acetonpriparaten von Bacterium 
Delbriickii mitgeteilt, die nur noch die Fahigkeit zur Oxydation von 
Lactat und Pyruvinat besitzen: das Lactat wird dabei unter H,0,- 
Bildung zu CO, oxydiert. 


1 J. of biol. Chem. 100, 155, 1933. 











Uber einen Aktivator 
des Stoffwechsels der Propionsiurebakterien. 


Von 


Claude Fromageot! und Edward L. Tatum. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Institut de Chimie de Lyon 
und dem Laboratory of Agricultural Bacteriology, University of Wisconsin 


(Eingegangen am 30. Oktober 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die verschiedenen bekannten Arten von Propionsdurebakterien 
(Bacterium acidi propionici) scheinen zu ihrer Entwicklung natiirliche 
komplexe Medien zu bendétigen. Diese natiirlichen Medien erweisen 
sich tibrigens als sehr voneinander verschieden in ihrer Fahigkeit, das 
Wachstum der Propionsiurebakterien zu gewahrleisten; so hat man 
z. B. den mit Glucose versetzten Hefensaft allgemein als das von diesen 
Organismen bevorzugte Milieu angesehen. 

Man kann sich nun fragen, ob diese Medien fiir die Entwicklung 
der besagten Bakterien giinstig sind, weil sie die verschiedenen Nahr- 
stoffe, stickstoffhaltige oder andere, in der komplexen Form enthalten, 
die den genannten Bakterien zusagt, oder ob diese Medien deshalb 
giinstig sind, weil sie auBer den allgemein als Nahrstoffe bezeichneten 
Substanzen noch eine oder mehrere Substanzen enthalten, die als 
Aktivator wirken; in dem letzteren Falle fragt es sich nun, welche Rolle 
dieser mégliche Aktivator spielt. Das Interesse an dieser zweiten 
Hypothese wird gesteigert durch die Beobachtung van Niels?, dah 
naimlich eine kleine Menge Hefensaft als Medium fiir das Wachstum 
der Propionsiurebakterien selbst einer konzentrierten Peptonlésung vor- 
zuziehen ist. Es erschien uns nun interessant, von diesem Standpunkt 
aus die Ernahrung und die Entwicklung der Propionséurebakterien zu 
untersuchen. 

Nach einigen orientierenden Versuchen haben wir zwei verschiedene 
Kulturen von Propionsdurebakterien, die aus der Sammlung von 
Dr. Fred’ stammen, gewahlt: Bact. acidi propionici 11 und Bact. acidi 
propionici 12. Diese Organismen sind schon mehrfach beschrieben 


' Stipendiat der Rockefeller-Stiftung. — ? C. B. van Niel, Die Propion- 
sdurebakterien 1928, S. 146. — * Wir méchten hier Dr. Fred fiir die 


ausgezeichnete Unterstiitzung, die er uns in seinem Laboratorium zutei! 
werden lie8, und fiir die Freundlichkeit, die Bakterien seiner Sammlung 
benutzen zu diirfen, unseren herzlichsten Dank aussprechen. 
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worden, besonders von Hitchner!, und wir werden nicht auf ihre Eigen- 
schaften zurickkommen, sondern wollen nur das angeben, was hier 
als das wichtigste erscheint, da namlich unter den gewahlten Be- 
dingungen die Kultur 11 praktisch nicht auf Starke einwirkt, waihrend 
Kultur 12 Starke intensiv angreift. Dieser Unterschied in dem Verhalten 
der beiden Kulturen gegeniiber Starke hat uns iibrigens veranlaBt, sie 
fir diese Untersuchung zu wahlen. Als natiirliches komplexes Medium 
haben wir in dieser Arbeit standig Briihen aus entkeimtem und ge- 
schrotetem Mais benutzt, hergestellt unter Bedingungen (Kochzeit und 
Konzentration), die spater eingehend beschrieben werden; die Ver- 
wendung dieser Art von Medium bietet ein doppeltes Interesse: einer- 
seits ist dieses mit Glucose versetzte Medium fiir das Wachstum der 
Bakterien des Typus 11 verhaltnismaBig wenig giinstig: doch wird es 
fir ihre Entwicklung sehr giinstig durch Zusatz gewisser Extrakte, die 
gerade das enthalten, was wir als eine Aktivatorsubstanz ansehen. 
Andererseits ist es bekannt, das vom praktischen Standpunkt aus der 
Mais ein wertvoller Ausgangsstoff fiir die Garungsindustrien ist, und 
es ist nicht unniitz, von diesem Standpunkt aus die Wirkung der propion- 
siurebildenden Bakterien auf diesen Ausgangsstoff kennenzulernen. 

Die in dieser Arbeit allgemein befolgte Technik ist folgende: 

Die Versuche wurden ausgefiihrt in groBen Proberédhren (80 cem), die 
meistens 30 cem des zu priifenden Kulturmediums enthielten; das letztere 
wird mit 3 Tropfen wiasseriger Bakteriensuspension beimpft; diese Bakterien 
stammen selbst aus Agarkulturen. Die Réhren wurden dann im Brutschrank 
gehalten bei 28 bis 30° bis zu dem Augenblick. wo die Analyse ausgefiihrt 
wurde. 

Die Entwicklung der Bakterien wurde gemessen an der Menge der 
gebildeten Saure, ausgedriickt in Millimol. Die Titration der Saéure in den 
Réhren wurde entweder direkt ausgefiihrt in den Fallen, wo die Sauren in 
dem Medium in freiem Zustande auftreten, oder nach Destillation durch 
Bestimmung der fliichtigen Sauren, wenn das Milieu sich neutral halt, wie 
z. B. bei der Vergaérung von milchsaurem Calcium. 

Gleichzeitig mit dem Auftreten der Sauren haben wir, je nach dem Fall, 
das Verschwinden der Glucose verfolgt, oder das der Milchséure. Die 
Zuckerbestimmung (Glucose oder Maltose) wurde ausgefiihrt nach der 
Methode von Schaffer und Hartmann in der Modifikation von Stiles, Peterson 
und Fred?; die Bestimmung der Milchséure nach der Methode von Friede- 
mann, Cotonio und Schaffer’. Wie man jedoch weiter unten sehen wird, 
kann weder das Verschwinden der Glucose, noch das der Milchséure unter 
den von uns gewahlten Bedingungen, d.h. in Gegenwart von Maisstarke, 
als sicheres Ma®B fiir die Entwicklung der hier verwendeten Bakterien 
genommen werden. 


Die aktivierenden Lésungen, deren Wirkung wir studiert haben, 
wurden aus Kartoffeln bereitet; einige Versuche wurden mit Losungen 


1 Hitchner, Dissertation Madison 1932. — * J. Bact. 12, 437. 1926. 
— 3 J. of biol. Chem. 82, 23, 1929. 
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aus Erbsen ausgefiihrt. Die Darstellung ist tibrigens dieselbe: be 
den Kartoffeln z. B. werden die Knollen in der Maschine gemahle:, 
und dann stark ausgepreBt. Man erhalt so einen ersten Saft. Mar 
schwemmt den trockenen Rickstand auf und preBt ihn zum zweitenma! 
aus. Der zweite Saft wird mit dem ersten vereinigt, und die gesamt: 
Flissigkeit wird ungefihr 45 Minuten im Autoklaven auf 120° erhitzt 
Diese Behandlung bringt die EiweiBstoffe zur Koagulation. Nach dem 
Abkihlen fiigt man eine bestimmte Menge Norit zu und saugt durch 
eine Noritschicht ab. Man erhalt so eine vollkommen durchsichtige. 
mehr oder weniger gelb gefarbte Fliissigkeit. 

Diese Fliissigkeit wird dann mit Ammoniak versetzt, hierauf mit 
so viel neutralem Bleiacetat, daB man eine maximale Fallung erhilt 
Man setzt dann Norit zu und filtriert. Man hat dann eine vollkommen 
durchsichtige und farblose Fliissigkeit. Man entfernt das iiberschiissige 
Ammoniak durch Kochen, das iiberschiissige Blei durch Schwefel- 
wasserstoff und den iberschiissigen Schwefelwasserstoff durch einen 
Luftstrom. Alle diese Manipulationen fiihren zu einer klaren, farb- 
losen Flissigkeit, die eine der aktivierenden Lésungen bildet, deren 
Wirkung wir gepriift haben. Diese Lésungen enthalten dann weder 
EiweiBstoffe mehr, noch Substanzen, die Fehlingsche Lésung reduzieren 
(Zucker oder andere). 

Es wurden so drei Lésungen bereitet. Ihr Gehalt an Trocken- 
substanz hat hier keine groBe Bedeutung, sie enthalten eine verhaltnis- 
maBig groBe Menge Ammonacetat; ihr Aschengehalt ist charakteri- 
stischer : 

Bezeichnung: X, Erbsen Trockensubstanz . . . . . 6,90% 
BRO. ks oc ye + eS Se Ie 

X, Kartoffeln I Trockensubstanz . 4,62 % 

pT rn ee ae 1,21% 

X, Kartoffeln II Trockensubstanz o> jel ie a hes 
ee fA 

Diese ziemlich sauren Lésungen wurden unmittelbar vor dem Ge- 
brauch mit NaOH neutralisiert. Wir werden sie in dieser Abhandlung 
mit X,, X,, X, bezeichnen. 

Andererseits haben wir Lésungen aus der Asche dieser Extrakte 
bereitet: 50 cem wurden zur Trockne verdampft, dann auf Rotglut 
erhitzt. Die Asche wurde mit ein wenig Wasser aufgenommen, das 
mit einigen Tropfen Hisessig versetzt war, um die Lésung zu ermdglichen: 
die gebildeten Carbonate wurden so in Acetate umgewandelt. Man 
destilliert, um die tiberschiissige Essigsiure zu entfernen, neutralisiert 
durch Zusatz einiger Tropfen n/10 NaOH und fiillt auf 50 ccm auf. 
Man erhilt so eine Aschenlésung, die demselben Volumen der urspriing- 
lichen Lésung entspricht. 
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I. Wirkung von Erbsen- oder Kartoffelextrakt auf die Ausniitzung 
von Glucose durch die Kultur 11. 

Versuch 324, dessen Ergebnisse in der Tabelle | wiedergegeben 
sind, zeigt, wie sich die zur Kultur 11 gehérenden Bakterien entwickeln, 
wenn man sie tiberimpft in mit Glucose versetzte Maisbriihe oder in 
dasselbe Medium, dem man auBerdem noch Kartoffelextrakt zu- 
gesetzt hat. 

Dieser Versuch wurde wie folgt durchgefiihrt: Wir haben Réhren 
bereitet, die alle 0,7 g geschrotenen Mais und 20 ccm | °,ige Glucoselésung 
in destilliertem Wasser enthielten. Diese Réhren wurden in drei Reihen 
eingeteilt : 

Reihe 0 erhalt 3 ccm destilliertes Wasser. 

Reihe A, erhalt 2 cem Lésung X,, die nach dem Erhitzen der Réhre 
im Autoklaven mit 1 ccm n/10 NaOH neutralisiert wird. 

Reihe A, erhalt 2 cem Lésung X, und | cem n/10 NaOH. 

Das py der drei Reihen ist vor der Beimpfung fast genau 7. Die Réhren 
werden im Autoklaven wahrend 40 Minuten auf 120° erhitzt und dann 
unter den tiblichen VorsichtsmaBregeln beimpft. 


Tabelle I. Versuch 324. 
Die Zahlen gelten fiir 23 cem Lésung. 





Sahi Ver- 
Zeit Anwesende  Gebildete Anwesende | . -nwandene Mol geb. Sdure 
2 Sure in Sdure in Glucose ’ : = 
Glucose in Mol verschw. Glucose 


Reihe : : 
Reihe Millimol Millimol in mg Millimol 


Tage 


0 0,02 0 173 0 
3 0,11 0,09 164 0,05 
5 0,23 0,21 


0 0,02 0 173 
3 0,60 0,58 121 
5 1,12 1,10 76 


0 0,02 0 173 
3 0,51 0,49 132 
5 1,15 1,13 79 
Tabelle I zeigt sofort den auSerordentlichen EinfluB, den unter 
diesen Bedingungen der Zusatz von Erbsenextrakt auf das Wachstum 
der Kultur 11 ausiibt. Der Zusatz von Kartoffelextrakt hat eine ganz 
analoge Wirkung. 

Es ist angebracht, schon jetzt die Bedeutung des Verhaltnisses 
Mol gebildete Séure 
Mol verschwundene Glucose 

nahe an 2 liegt, entspricht der bekannten Gleichung: 
3(,H,.O, > 6 CH,CHOHCOOH - 4 CH,CH,COOH + 2 CH,COOH 
+ 2H,O + 2CO,. 


Das heiBt, daB hier die gebildete Saure aus der verschwundenen Glucose 


zu betonen; dieses Verhaltnis, das sehr 


stammt. 
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Es war nun interessant, den EinfluB der Konzentration an akti- 
vierendem Extrakt auf das Wachstum derselben Bakterien kennen- 
zulernen. Versuch 330 zeigt, wie die Wirkung des Kartoffelextraktes 
(Lésung X,) wechselt als Funktion seiner Konzentration im Kultur- 
medium. Dieser Versuch 330 entspricht folgenden Bedingungen: Die 
Versuchsréhren enthalten alle 0,8 g geschrotenen Mais und 20 cem 
1°,ige Glucoselésung in destilliertem Wasser; sie werden eingeteilt in 
Reihen, die auBerdem noch enthalten: 


Reitho I... ws. ss O28 Com Lésung X, 
ls Seg As ~ » S40 fe 
ee a ae ee 
99 4 2O0 

rons 3.00 ,. 
Mak oe sa ae ee Mi 


Reihe 7 wird versetzt mit einer Aschenlésung, die 3 ccm von 
Lésung X, entspricht. Der Inhalt jeder Versuchsréhre wird sorgfaltig 
neutralisiert durch Zusatz von Natronlauge (1,5 ccm n/10 NaOH auf 
1,0 cem Lésung X,) und 
wird durch Zusatz von 
destilliertem Wasser auf 


30— — —10 


ein Gesamtvolumen von 
30 ccm gebracht. Vor der 
Beimpfung werden die 
Roéhren 45 Minuten lang 
bei 120° im Autoklaven ge- 
halten. Die  erhaltenen 
Ergebnisse werden durch 
die Kurven in Abb. 1 dar- 


gestellt. 


Ss 
w& 
Milind! verschwundene Guik0se ——=- 


Milind! gebiidere Saure —~ 


Diese Kurven zeigen, 
daB eine optimale Konzen 
tration an aktivierendem 
OS ; See ar ied Extrakt besteht: diese 
com Aktivaforlésung —> 








optimale Konzentration 


Abb. 1. schwankt aber mit der Zeit: 

gebildete Saure ees es “a 

bcieiaks venkebiedeen Ghessen. sie liegt nahe an 1 ecm bei 

Die Punkte a, b,¢ geben die gebildete Siure- 3 Tagen und betragt 2 ccm 


menge fiir die Reihe 7, nach 3 bzw. 5 und 


7 tee an bei 5 Tagen und 3 cem bei 


11 Tagen. Man _findet 
. . . . > . . . 
andererseits hier wieder dieselbe Ubereinstimmung zwischen ver- 
schwundener Glucose und gebildeter Saure. 
Versuch 330 erlaubt auBerdem die Feststellung, da8 unter den ge- 
wahlten Bedingungen die Asche allein eine bestimmte fordernde Wirkung 
ausiibt, doch eine viel schwachere als die Lésung, von der sie stammt. 
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II. Einflu8 von Kartoffelextrakt auf das Wachstum der Kulturen 
11 und 12 unter verschiedenen Bedingungen. 

Die vorhergehenden Versuche zeigen unzweifelhaft die foérdernde 
Wirkung von Kartoffelextrakt (oder Erbsen) auf das Wachstum der 
Propionsaurebakterien. Diese férdernde Wirkung kann sowohl darauf 
beruhen, daB der Kartoffelextrakt einen oder mehrere Nahrstoffe liefert ; 
man beobachtet tatsichlich, da} die einmal neutralisierte Loésung von 
Kartoffelextrakt leicht von verschiedenen Mikroorganismen befallen 
wird; oder dieser Extrakt wirkt als Aktivator, ohne direkt an der Er- 
nihrung der Organismen teilzunehmen. 

Um diese Frage zu priifen, haben wir eine Reihe von Versuchen 
ausgefiihrt, in denen wir die Kulturen 1] und 12 verglichen, indem wir 
sie in Medien verschiedener Zusammensetzungen iiberimpften. Ver- 


. 


such 419 gibt die Einzelheiten des ersten Teils dieser Versuche. 


Versuch 419. 


Die Roéhren werden eingeteilt in Reihen mit folgender Zusammen- 


setzung,. 





Reihe Zusammensetzung Reihe Zusammensetzung 
1 Geschrotener Mais . . O8g 4 1°,,ige Glucoselésung . 20 cem 
1°, ige Glucoselésung in Destilliertes Wasser. .10 , 
destilliertem Wasser 20 cem . ‘ ; . 
: - ; 5 Geschrotener Mais . . O08¢ 
Lésung Xo, neutral . a =e ; Qn 
ee ae ms Destilliertes Wasser . . 25 cem 
Destilliertes Wasser. . 5 , 7 pS 
Lésung Xy, neutral. . 5, 
2 Geschrotener Mais O8¢ ; ; , 
ree peel: . ce ee or 6 Geschrotener Mais . . O8¢ 
i cige Gluccsslieung . 2) com Destilliertes Wasser 30 cem 
. , ag > b e « « yb 
Destilliertes Wasser .10 , 
, ' 7 Jestilliertes Wasser. . 25 
3 1°,,ige Glucoselésung .20 , og . - 
d “ we Lésung X5, neutral. . 5 
Lésung X,, neutral. . 5 , 





Destilliertes Wasser. . 5 , 


* Entsprechend 2ccm Urlisung X., neutralisiert mit 3cem n/10 NaOH. 


Die Ergebnisse werden durch die Zahlen der folgenden Tabelle II 
wiedergegeben; in keinem Falle war in den Roéhren, die zu den Reihen 3, 
4 und 7 gehérten, Bakterienwachstum méglich. Diese Resultate zeigen 
folgendes: 1. in keinem Falle gestattet die Lésung von Kartoffelextrakt 
das Wachstum der Bakterien 11 oder 12. 2. unter den Versuchs- 
bedingungen, d. h. bei einer Maiskonzentration von 3°, und bei voraus- 
gehendem Erhitzen wahrend 45 Minuten auf 120° ist die Lésung von 
Kartoffelextrakt fiir die Entwicklung der Bakterien 11 praktisch un- 
entbehrlich. 3. unter denselben Bedingungen ist diese Lésung nicht 
unentbehrlich fiir die Entwicklung der Bakterien 12; sie hat eine rein 
beschleunigende Wirkung, jedoch wachsen die Bakterien 12 auch sehr 
kraftig in ihrer Abwesenheit. 
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Tabelle Il. Versuch 419. 


Die Werte gelten fiir 30cem Lésung. 





An- Ver- 
zois | A ssende Gebild wesender schwundener ye ee 
Reihe|l Kultur Zeit + an oy pom Pie : Zucker . Mol geb. Saar 
Millimol Millimol in mg in Millimol Mol verschw. Glucos: 

Tage Glucose Glucose 
1 11 0 0,18 0,00 187 0,00 
1 11 5 1,28 1,10 88 0,55 2,0 
1} 11 (12) 210 1,92 0 1,04 1,8 
1 12 0 0,18 0,00 187 0,00 
1 12 5 0,97 0,79 ss x 
1 12 12 2.00 1,82 161 0,14 13 
2 11 0 0,03 0,00 187 0,00 
2 11 5 0,05 0,02 210 — 0,13 
2] 11 | 12] 007 0,04 203 — 0,13 
2 12 0 0,03 0,00 187 0,00 
2 12 5 0,23 0,20 219 — 0,18 
2 | 12 | 12] 048 040 | 221 — 0,19 
5 11 0 0,14 0,00 0,00 0,00 
5 11 5 0,33 0,19 0,00 0,00 
5 11 12 0,14 0,00 0,00 0,00 
5 12 0 0,14 0,00 0,00 0,00 
5 12 5 0,89 0,75 29 — 0,16 
5 12 12 1,55 1,41 50 ~~ ().28 
6 11 0 0,02 0,00 0 0 
6 11 5 0,10 0,08 0 0 
6 11 12 O15 0,13 0 0 
6 12 0 0,02 0,00 0 0 
6 12 5 0,43 0,41 11 — 0,06 
6 12 12 0,57 0,55 0 0 


Diese Resultate geben schon jetzt Anhaltspunkte dafiir, daB die 
Lésung von Kartoffelextrakt besonders dadurch wirkt, da8B sie die 
Ausnutzung der Glucose durch die Bakterien 11 férdert, und zwar 
viel starker als die Ausnutzung der Starke durch die Bakterien 12. 

Es war dann wichtig, die Wirkung der organischen Substanz, die 
aus dem Kartoffelextrakt stammt, von derjenigen ihrer Asche zu trennen. 
Wir haben oben gesehen, daB die Wirkung der Asche betrachtlich sein 
kann (Versuch 330). Eine zweite Reihe von Versuchen bestand nun 
darin, systematisch die Wirkung der Asche von Lésung X, mit der 
Wirkung von Lésung X, selbst zu vergleichen, indem wir einerseits 
Medien verwandten, die nicht mehr mit destilliertem Wasser hergestellt 
waren, sondern mit Seewasser oder mit Minerallésung nach Speakman!. 


1 Die Minerallésung nach Speakman besteht aus K,HPO, 0,5¢; 
KH,PO, 0,5¢; MgSO,, 7H,O 0,2g; MnSO, 4H,O 0,01 g; FeSO,, 
7H,O 0,01 g; NaCl 0,01 g und Wasser zu 1 Liter. 
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AuBerdem wurden in einem der Versuche (Versuch 501) die Réhren 
45 Minuten lang auf 120° erhitzt und in einem anderen (Versuch 527) 
1 Stunde im Dampfstrom gehalten, dann 2 Stunden im Autoklaven 


bei 120°. 


Die Versuchsbedingungen sind die folgenden: 


Versuch 501. 


Die Réhren wurden eingeteilt in Reihen folgender Zusammensetzung: 





Reine Zusammensetzung 


1 Geschrotener Mais 
1% ige Glucoselosung in 
Seewasser reps 
Lésung X 9. neutral . 
Seewasser 


2 Geschrotener Mais 
1% ige Glucoselésung 
Asche von Lisung NXg. 
entsprechend 8,3 ccm 
von Reihe 1 
Seewasser 


3 Geschrotener Mais 
1% ige Glucoselésung 


Seewasser..... .10 





Zusammensetzung 
g 


Geschrotener Mais .. O08¢ 
Seewasser . ... . . 20cem 
Lésung Xy, neutral. . 8,3, 
Seewasserr...... 1,7, 
Geschrotener Mais . . 08g 
Seewasser . . . . . .20ccem 
Asche von Lésung X,. 5 . 
Seema 2g ce BO % 
Geschrotener Mais . . O8g 
Seewasser .... . . 30 ccm 


* Entspricht 3,33 cem von urspriinglicher saurer Lisung V2 


Versuch 527. 


Die Réhren wurden eingeteilt in Reihen mit folgender Zusammensetzung. 





Reihe Zusammensetzung 
1 Geschrotener Mais. 
1° ige Glucoselosung 
in Seewasser ... 
Lésung X, neutral 
Seewasser 
2 Geschrotener Mais . 
1% ige Glucoselésung 
Asche von Lésung Xz, 
entsprechend 5 cem 
Seewasser 
3 Geschrotener Mais . 
1 °/pige Glucoseldsung 
Seewasser 
+ Geschrotener Mais. 


1°/,ige Glucoselésung 
in Speakman 

Losung X; neutral 

Seewasser .. 





Zusammensetzung 


Geschrotener Mais. . 0,9¢ 
1° ,ige Glucoselésung 

in Speakman . . . 20 ccm 
Asche Xs; oa, Wee ea 
Seewasser ..... 5 , 
Geschrotener Mais. . 09¢ 
1 ° sige Glucoselésung 

in Speakman . . . 20cem 
Seewasser .... . 20 


Geschrotener Mais. . I,8¢ 
1°',ige Glucoselosung 

in Seewasser . . . 20 cem 
Seewasser .... 0, 


* Entspricht 2,5 cem urspriinglicher saurer Lisung Y.. 
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Die Ergebnisse sind in den Tabellen II] und IV wiedergegeben 
Die Betrachtung dieser Tabellen zeigt, daB die Asche allein eine fordernde 
Wirkung ausiibt, wenn die Réhren, die Seewasser enthalten, nur un- 
gefihr 40 Minuten im Autoklaven gehalten wurden; doch kann diese 
fordernde Wirkung ersetzt werden durch dreistiindiges Erhitzen der 
Maisbriihe. In letzterem Falle beobachtet man keine merkliche 
Differenz mehr zwischen den Medien mit Aschenzusatz und denen, 
die mit Seewasser bereitet sind oder mit Speakman-Lésung. Anderer- 
seits zeigen diese Tabellen, daB in allen Fallen eine rein beschleu- 
nigende Wirkung durch die Lésung von Kartoffelextrakt besteht. 
Es ist interessant zu bemerken, da’ ganz allgemein diese beschleu- 
nigende Wirkung gréBer ist, oft um das Doppelte, bei Kultur 11, 
die fast ausschlieBlich Glucose angreift, als bei Kultur 12, die fast nu 
Starke angreift. 

Diese Versuche beweisen, daB neben der gewoéhnlichen Wirkung 
der Asche die Wirkung einer organischen, aus dem Kartoffelextrakt 
stammenden Substanz im Spiele ist. 


Tabelle LIT. Versuch 501. 


Die Werte gelten fiir 30cem Lésung. 





hei ; Ver~ , 
ree Kuntar 7°" “Rtoeein® Sauron Jurktig aRReE gt ya 

Tage Millimol Millimol | mg Glucose ana P 
1 11 0 0,18 0.00 170 0,00 
1 11 7 1,68 1,50 19 0,84 1,8 
1 11 14 2,00 1,82 0 0,945 1,9 
1 12 0 0,18 0,00 170 0,0 
lL 12 7 1,53 1,35 113 0,32 4.2 
1 12 14 2,51 2.33 110 0,33 6,7 
2 11 0 0.03 0,00 169 0.0 
2 11 7 0,40 0,37 127 0,23 1,6 
2 11 14 0,70 0,67 103 0,37 1,8 
2 12 0 0,03 0,00 169 0.0 
2 12 7 0,61 0,58 178 — 0,05 
2 12 14 0,90 0,87 196 — 0,09 
3 11 0 0,01 0,00 170 0,0 
3 11 7 0,11 0,10 159 0,06 1,7 
8 11 14 0.01 0,00 176 — 0,08 
3 12 0 0,01 0,00 170 0,0 
3 12 ‘3 0,43 0,42 178 — 0,04 
3 12 14 0,61 0,60 184 — 0,08 
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Tabelle Lil. Versuch 501. 
(Fortsetzung. ) 
An- Ver- 
Reibe Kultur 2 Arcee Seurein | wresender *7Cver in Mol geb. Sture 
Millimol Millimol mgGlucose _‘Millimol_—_—-Mol verschw. Glucose 
lage Glueose 
4 11 0 0,12 0.00 0,00 0 
4 11 7 0,31 0,19 0,00 0 
4 11 14 0,47 0,35 0 0 
4 12 0 0,12 0.00 0.0 0 
4 12 7 0,98 0,86 22.0 0,12 
12 14 2.06 1.94 49.0 — 0,27 
a) 11 0 0.01 0.00 0 0 
i) 11 ( 0,10 0,09 0 0 
5 11 14 0,17 0,16 0 0 
5 12 0 0.01 0,00 0) 0 
5 12 7 0,64 0,63 25 0,14 
5 12 14 0,88 0,87 44 — 0,24 
6 11 0 0,00 0,00 0 0 
6 ii ( 0,01 0,01 0 0 
6 11 14 0,00 0,00 0 0 
6 12 0 0,00 0.00 0 0 
6 12 7 0,50 0,50 19 011 
6 12 14 0,60 0,60 32 — 0,18 
Tabelle IV. Versuch 527. 
Die Werte gelten fiir 30cem Lésung. 
; An- a 
Reihe Kultur ~_ a oar we } horsey “Zucker in oh oe a 
Millimol Millimol] Fen cel Millimol Mol verschw. Glucose 

Tage - Glucose 
1 11 0 0,09 0,00 182 0,00 
1 11 6 1,18 1,99 72 0,61 1,8 
1 11 11 1,69 1,60 26 0,87 1,8 
1 12 0 0,09 0,00 182 0,00 
1 12 9 1,02 0,93 177 0,03 31,0 
1 12 11 1,52 1,43 191 — 0.05 
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Tabelle IV. Versuch 527. 
(Fortsetzung.) 
i bild An- sch he 
y yesen¢ iebi mrss schwundener ” 
Reihe Kultur Zeit — a ‘Suure in — Zucker in = geb. me 
ee Millimol Millimol | mg Gincose meres Mol verschw. Glucos: 
2 11 0 0,05 0,00 180 0,00 
2 11 6 0,32 0,27 149 0,17 1.6 
2 11 11 0,57 0,52 114 0,37 1,4 
2 12 0 0,05 0,00 180 0,00 
2 12 9 0,82 0,77 198 — 0,10 
2 12 11 0,93 0,88 198 — 0,10 
3 11 0 0,03 0,00 183 0,00 
3 11 6 0,26 0,23 162 0,12 13 
3 11 11 0,49 0,46 133 0,28 1.6 
3 12 0 0,03 0,00 183 0,00 
3 12 9 0,61 0.58 193 — 0,06 
3 12 11 0,60 0,57 184 0,00 
4 11 0 0,11 0,00 180 0,00 
4 11 6 1,44 1,33 53 0,71 1,9 
4 11 11 1,85 1.74 7 0,96 1.8 
4 12 0 0,11 0,00 180 0,00 
4 12 9 1,26 1,15 184 — 0,02 
4 12 11 1,46 1,35 184 — 0,02 
5 11 0 0,08 0,00 180 0,00 
5 11 6 0,46 0,38 147 0,18 2,1 
5 11 11 0,67 0,59 108 0,40 15 
5 12 0 0,08 0,00 180 0,00 
5 12 9 0,85 0,77 191 — 0,06 
5 a S| 0,99 0,91 184 — 0:02 
6 11 0 0,07 0,00 180 0,00 
6 11 6 0,35 0,28 157 0,13 2,2 
6 11 11 0,61 0,54 117 0,35 1,5 
6 12 0 0,07 0,00 180 0,00 
6 12 9 0,69 0,62 189 — 0,05 
6 12 11 0,82 0,75 175 0,02 37.0 
7 11 0 0,06 0,00 180 0,00 
7 11 6 0,27 0,21 149 0,17 1,2 
7 11 11 0,35 0,29 133 0,21 1.4 
7 12 0 0,06 ; 0,00 180 0,00 
7 12 9 0,99 0,93 189 — 0,05 
7 12 11 1,38 1,32 191 — 0,06 
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If. Einflu’B von Kartoffelextrakt auf die Ausnutzung der Milchsiure 
durch die Kulturen 11 und 12. 

Wir haben dann nicht mehr den EinfluB von Kartoffelextrakt auf 
die Ausnutzung der Glucose untersucht, sondern auf die der Milchsaure 
durch die Bakterien der Kulturen 11 und 12. Wir haben drei Versuchs- 
reihen angestellt, die simtlich das gleiche Resultat ergaben. Unabhangig 
von den Bedingungen und unter der Voraussetzung, dab die Réhren 
drei Stunden erhitzt wurden, hat der Zusatz von Kartoffelextrakt 
keinen irgendwie fordernden EinfluB auf die Ausnutzung der Milch- 
siure durch die Kultur 11. Die Bakterien dieser Kultur entwickeln 
sich sehr gut auf Milchsaure in der Form von Calciumlactat. Der Zu- 
satz von Kartoffelextrakt hat vielmehr eine schwache, verzégernde 
Wirkung. 

Was die Bakterien der Kultur 12 anbetrifft, so greifen sie, sowohl 
in Gegenwart von milchsaurem Calcium wie in Gegenwart von Glucose, 
stets mit Vorliebe Maisstarke an, und sie niitzen nicht nur Milchsaure 
nicht aus, sondern scheinen solche in dem Medium zu bilden. Wir 
bringen hier als Beispiel nur einen von den Versuchen mit Milchséure. 


Versuch 612. 
Die Réhren wurden eingeteilt in Reihen mit folgender Zusammen- 
setzung. 





Reihe Zusammensetzung Reihe Zusammensetzung 
1 Geschrotener Mais 2.0 ¢ 4 Geschrotener Mais . . 2,0¢g 
1 %ige Glucoselésung 1,6 °,iges milchsaures 
in Seewasser. . . . 20,0 ccm Ca in Seewasser . . 20,0 cem 
Lésung Ns, neutral. . 5, Losung X3, neutral. . 5, 
Suet 6.0 ei By Seewasser ...... 8 
2 Geschrotener Mais . . 2,0¢ 5 Geschrotener Mais . . 2.0¢ 
1 %ige Glucoseldsung . 20.0 cem 1,6 %iges milchsaures 
Aschenlosung .... 95 4, CO. ack ns ew e Oe 
Seewasser ......05 y Aschenlosung .... 95 , 
Seowamer ......06 , 
8 Geschrotener Mais . . 2,0¢ 6 Geschrotener Mais . . 2,0¢ 
1° ,ige Glucoselésung 20,0 ecm 1,6 °,iges milchsaures 
Seewasser ..... .10,0 , C6 ose eee ns a 
seowaeter . . .. « + 5QU sg 





Die Réhren wurden 1 Stunde im Dampfstrom erhitzt, daraut 
2 Stunden im Autoklaven bei 120°. 

Die Ergebnisse finden sich in den Tabellen V (Reihe 1 bis 3) und 
VI (Reihe 4 bis 6). 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 95 
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Tabelle V. Versuch 612. 
Die Werte gelten fiir 30 eem Lésung. 
Zeit Anwesende Gebildete An- intent Mol geb. Skure 
Reihe| Kultur ~ Saure in Saure in Juck nder Zucker ee ee ee 
Millimol = Millimol |S" GiCT ace| in Millimol Mol versehw. Glucos 
Tage —— . Glucose 
1 11 0 0,15 0,00 157 0,09 
1 11 7 1,32 1,17 62 0,53 2,2 
1 11 11 1,65 1.50 24 0,74 2.0 
1 12 0 015 0,00 157 0,00 
1 12 7 1,82 1,67 195 — 0,21 
1 12 11 3,23 3,08 191 — 0,19 
9 11 0 0.08 0,00 157 0.00 
2 11 7 0,75 0,67 82 0,42 1,6 
2 11 11 1,02 0,94 70 0,48 2,0 
2 12 0 0,08 0,00 157 0,00 
2 12 cj} 1,33 1,26 178 0,12 
2 12 11 1,97 1,89 175 0,10 
3 11 7 0,09 0,00 157 0,00 
3 11 0 0,69 0,60 98 0,33 1,8 
$ 11 11 0,77 0,68 91 0,37 1,8 
3 12 0 0,09 0,00 157 0,00 
3 12 7 1,11 1,02 170 0,07 
3 12 11 1,69 1,60 159 0,01 
Tabelle VI. Versuch 612. 
Die Werte gelten fiir 30 cem Lésung. 
a a..20 Gebildete Ane i ha OR eg a 
pihe || K 4€ tore ine pale fliichtige wesende schwundene “0! gebiid, flucht. Saure 
Reihe | Kultur ee Saure in Milchsiure Milehsiure Mol verschw. Milchsaure 
Tage Millimol Millimol in mg in Millimol 
4 11 0. 0,94 0,00 184 0,0) 
4 11 8 2.47 1,53 55 1,43 1,1 
4 11 14 2,88 1,94 22 1,80 J 
4 12 0 0,94 0,00 184 0.00 
4 12 8 3,01 2,07 266 - 0,91 
4 12 14 3.06 2,12 282 — 1,09 
5 11 0 0,31 0.00 184 0.00 
5 11 8 1,94 1,63 33 1,68 1,0 
5 11 14 2,28 1,97 9,6 1,94 LO 
5 12 0 0,31 0,90 184 0,00 
5 12 8 1,79 1,48 249 0,72 
5 12 14 2,16 1.85 252 0,76 
6 11 0 0,16 0.00 184 0.09 
6 11 8 1,97 1,81 24 1,78 1,0 
6 11 14 2,19 2,03 0,6 2.04 1,0 
6 12 0 0,16 0,00 184 0.00 
6 12 8 1,43 1,27 243 — 0,66 
6 12 14 2.96 1.90 266 0.91 
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IV. Bemerkung iiber das Verhalten der Kultur 12 in den 
vorangegangenen Versuchen. 


Die obigen mit Kultur 12 erhaltenen Ergebnisse zeigen ganz allgemein, 
daB die besagten Bakterien fast ausschlieBlich Starke angreifen und auer- 
dem im Medium eine reduzierende Substanz erzeugen, die wir bisher der 
Kinfachheit halber als Glucose angesehen haben. In Wirklichkeit beobachtet 
man eine betrachtliche Erhéhung des Reduktionsvermégens nach H ydrolyse 
mit Schwefelsaure; man kann annehmen, dafi man es mit einer Mischung 
von Glucose und Maltose zu tun hat. Die Zusammensetzung einer solchen 
Mischung ist gegeben durch die zwei Gleichungen: 

R,— Rk, 
0.49 


a+ AT) R,, y 
wo x die Anzahl Milligramm Glucose bedeutet, y die Anzahl Milligramm 
Maltose, PR, und FR, die Reduktionsvermégen, ausgedriickt als Glucose, vor 
und nach der Hydrolyse, und 1,79 der empirische Faktor, der das Reduktions- 
vermégen der Maltose darstellt in Beziehung zu dem der Glucose bei der 
hier verwendeten analytischen Methode. 

Die Kultur 12 bildet aus Mais Glucose und Maltose. ob man zur Mais 
briihe Glucose oder Ca-Lactat zugefiigt hat oder nicht. Dies geht aus den 
folgenden Daten hervor (Versuch 602 und Versuch 612). 


Versuch 602. Kultur 12. 





Reihe Zusammensetzung 
1 Geschrotener Mais .. . S aan O9e 
1°,, milehsaures Ca in destilliertem 
WME one tt hoe ie oat 20.0 eem 
Lésung X;, neutral . 5 
Destilliertes Wasser ; aa 
2 Geschrotener Mais . . or ? 09g 
Milchsaures Ca. an . 29,0 cem 
pe can ne4 5 
Destilliertes Wasser. oy 5 
3 Geschrotener Mais . on eae 09¢ 
Milchsaures Ca. . . 20,0 cem 
Destilliertes Wasser ‘ . 160 


Tabelle VII. Versuch 602. 
Die Werte gelten fiir 30 cem Lésung. 





Ver- ‘ehildete Zucker mg mg 
: A Gebildete .. An- schwun- Gebild fer nach der Maltose Glucose 
£ Zeit Wesende fliichtige wesende dene Zucker, Hydrolyse 
= 2 fliichtige oh Ay, Milch- ausgedriickt ~~ CA ty 
zs vb 2 «6s Siure in ’ Milch- . ausgedriickt a 
Fa Sa&ure in shure sian in mg : * dureh die Bak- 
Millimol Millimol in me saure Glucose in mg terien gebildet 
Tage © - in mg Glucose 
NV 0.06 33 ' . 
I 0 1,95 00 133 0 |) 62 12 2 16 
1 ( 2.04 0,99 151 —i1s8 | 
2 3 ( a 0 ' 
2 0 0.54 0,0 ) 13 5 U | 68 108 92 29 
2 / 1.00 0.66 150 — 17 { 
: 0 00 3 0 1) - = 
3 ha 0,14 ON 30 A> 95 67 24 
84 4 0,69 0,55 145 —12 | 
25 * 
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Tabelle VIII. Versuch 612, Kultur 12. 
Die Werte gelten fiir 30 ccm Lésung. 








: Anwesender Zucker nach der mg mg 
Reihe Zeit Zucker, Hydrolyse, Maltose Glucose 
. ausgedriickt in ausgedrickt in = (————____ 

Tage mg Glucose mg Glucose in der Lisung 
1 0 157 157 0 157 
1 11 191 288 268 42 
2 0 157 157 0 157 
2 11 175 226 104 117 
3 0 157 157 0 157 
3 11 159 196 76 117 

11 (Kult. 11) 91 121 61 57 


Die Réhren wurden | Stunde im Dampfstrom gehalten, dann 2 Stunden 
im Autoklaven bei 120°. 

Die obigen Versuche (602 und 612) zeigen auBerdem, daB die Bakterien 
der Kultur 12 im Medium eine Substanz bilden, die sich bei der Bestimmung 
nach der Methode von Friedemann, Cotonio und Schaffer ganz wie Milchsaure 
verhalt. Und wenn man beriicksichtigt. was man sonst tiber Propionsaure- 
bakterien weiB, erscheint es uns berechtigt, anzunehmen, da man es hier 
mit der Bildung von Milchséure im Garmedium zu tun hat. 

Diese Beobachtungen ergeben, da die Bakterien der Kultur 12 ein 
betrachtliches amylolytisches Vermégen besitzen und daB sie lieber Starke 
angreifen als Glucose oder Milchsaéure, die im Medium fertig vorliegen. 

Andererseits méchten wir bemerken, da®B auch die Kultur 11 ein 
schwaches amylolytisches Vermégen besitzt; sie ist sowohl fahig, ein wenig 
Starke in Abwesenheit von Glucose auszunutzen, als auch ein wenig Maltose 
aus Starke zu bilden, selbst in Gegenwart von Glucose. 


V. Besprechung der Resultate. 

Die in dieser Arbeit erhaltenen experimentellen Ergebnisse zeigen 
zunachst ganz deutlich, daB dem organischen Teil des Kartoffelextraktes 
nicht nur die Rolle eines Nahrstoffes zuakommt, sondern eines Aktivators. 
Wenn wir die beobachteten Tatsachen kurz zusammenfassen, so stellen 
wir fest, daB dieser Aktivator unenthehrlich ist fiir die Ausnutzung der 
gelésten Glucose, fast nur die Ausnutzung der Starke fordert und ganzlich 
unniitz ist zur Ausnutzung der Milchsdure. Dies fiihrt uns ganz natiirlich 
zu der Annahme, da dieser Aktivator ganz spezifisch wirkt, indem 
er die Umwandlung des Glucosemolekiils in die labile Form erméglicht, 
die fiir ihre biologische Ausnutzung notwendig ist. Das heiBt, dah 
der Kartoffelextrakt eine ,,Hexokinase** enthalt, die zur standigen 
Einwirkung der hier studierten Propionséurebakterien auf die Glucose 
notwendig ist: diese ,,Hexokinase** ist nicht mehr nétig, wenn die 
Glucose sich von selbst in der labilen Form darbietet, was in dem 
Augenblick der Entstehung aus Starke oder Maltose der Fall ist. 
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Die obigen Versuche erméglichen die Aufstellung folgender Sche- 


mata: 
Kultur 12 Kultur 11 
Starke Stabilisierte Glucose 
v 
Maltose Aktivator 
- v 
labile Glucose eterna Milchsaure 
Se. Bs. Aktivator aw v 
Milchsaure <— stabilisierte flichtige Saure 
Y Glucose 


tlichtige Sauren 


Wir finden so auf einem ganz anderen Wege dieselbe Notwendigkeit 
der Glucoseaktivierung, die Cl. Fromageot und J. Roux kiirzlich bei 
der Vergairung der Glucose durch Bacillus bulgaricus studiert haben!. 
Die vorliegende Arbeit zeigt so, da die Propionsiurebakterien ein 
ausgezeichnetes Beispiel bieten fiir die Méglichkeit, die vorangehende 
unbedingt notwendige Aktivierung der Glucose von der eigentlichen 
Garung zu trennen. Was die Natur des hier untersuchten Aktivator- 
systems anbetrifft, so kinnen wir fast nichts sagen; nach seiner Wirkung 
nahert es sich ziemlich der von Meyerhof/* aufgefundenen Hexokinase, 
doch unterscheidet es sich stark von ihm durch seine Resistenz gegen 
Erhitzen. Andererseits nahert sich der in Frage stehende Aktivator 
stark nach Eigenschaften und Ursprung dem Aktivator, dessen 
Wirkung auf Buttersiurebakterien E. Tatum studiert hat®, doch ist 
er nach seiner Wirkung vollig verschieden. Dieser Aktivator findet 
sich in Erbsen, Kartoffeln und, in sehr viel geringerer Konzentration, 
im Mais, was eine Erklarung dafiir gibt, daB starke Maiskonzentrationen 
der Briihen (6°, und mehr) eine schwache Bildung fliichtiger Sauren 
durch Kultur 11 erméglichen, und zwar aus Glucose und selbst in 
Abwesenheit von Kartoffelextrakt. 


1 Diese Zeitschr. 265, 13, 1933. 2 Ebenda 183. 186, 1927. — 
% J. Bact.. im Druck. 














Uber die Umwandlung der optisch aktiven 
Phosphoglycerinsiure durch Bakterium Coli. 


Von 
Claudio Antoniani. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31, Oktober 1933.) 


Sowohl Hefen als Erreger der echten Milchsiuregirung vermégen, 
wie Neuberg und Kobel' gezeigt haben, mit bemerkenswerter Leichtig- 
keit die Glycerinsiure-mono-phosphorsdure in Brenztraubensiure und 
zum ‘Teil weitergehend in deren sekundaére Umwandlungsprodukte 
iiberzufiihren. Das glykolytische System der genannten Mikroben kann 
als verhaltnismaBig einfach gelten, weil die typischen Produkte der 
Zuckerspaltung, Athylalkohol und Kohlendioxyd bzw. Milchsaure 
(Carboxyathylalkohol), entstehen. 

Komplizierter sind die desmolytischen Vorgange, die sich beim 
Zuckerabbau durch das Bakterium Coli abspielen. Dieser Erreger 
erzeugt, wenn man von kleinen Mengen Ameisensiure und Bernstein- 
siure absieht, in der Hauptsache Milchséure, Weingeist, Essigsaure, 
Kohlendioxyd und Wasserstoff. Diese Art der Zuckerzersetzung wird 
durch folgende Idealgleichung ausgedriickt: 

2 (sH,,O, + H,O = 2CH,.CHOH.COOH + C,H,OH + CH,.COOH 
+200, + 2H, 
Das laBt mit anderen Worten folgende Deutung zu: Wahrend ein Mol 
Zucker der Milchsiuregirung anheimfallt, wird der andere desmolytisch 
bis zum Acetaldehyd zerlegt; indem dieser Aldehyd keinen Akzeptor 
findet, wird er zu Essigsiure und Athylalkohol dismutiert, und zugleich 
entweicht der durch Erhebung auf die Aldehydstufe disponibel ge- 
wordene Wasserstoff in molekularem Zustande. Da8 durch B. coli 
tatsichlich aus Zucker Acetaldehyd erzeugt wird, haben Newberg und 
Nord? bewiesen. Nachdem sodann vor langerer Zeit durch Neuberg und 
Gorr® bzw. Neuberg und Windisch* auch festgestellt worden ist, daB 
Colibakterien sowohl Methylglyoxal als Acetaldehyd quantitativ zu 
dismutieren vermégen und ferner iiber Carboxylase verfiigen®, ist es 
wahrscheinlich, daB in ihrem Stoffwechsel Brenztraubensaure eine Rolle 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933; 
Zeitschr. f. angew. Chem. 1938. — ? C. Neuberg u. F.F'. Nord, diese Zeitschr. 
96, 133, 1919; Lubow A. Margolenau. P.A. Hansen, Strain Technology 8, 131, 
1933. — * C. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925. — 4 C. Neu- 
berg u. F. Windisch, ebenda 166, 474, 1925. — 5 G. Wagner, Centralbl. f. 
Bakt. Abt. I, 71. 9, 1913; vgl. L. Karczag, diese Zeitschr. 84, 230, 1917. 
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spielt (Aubel, Genevois, Quastel). Wir wissen nun, daB eine biologische 
Vorstufe der Brenztraubenséure die Phosphoglycerinsiure sein kann. 
Da die Colibakterien wenn auch schwer nachweisbare Cozymase! be- 
sitzen, mit der man die Phosphorylierung in bestimmten Zusammen- 
hang bringt, so ist es vorstellbar, da8 der Essigsiure und Athylalkohol 
liefernde Teil des Hexosenabbaues sich iiber Phosphoglycerinsaéure als 
Zwischenprodukt vollzieht, d. hh. daB er durch Bildung und weiterhin 
durch Umwandlung dieser Estersiure in Brenztraubenséure und Acet- 
aldehyd zustande kommt. 

Auf Veranlassung von C. Neuberg untersuchte ich zunichst die zweite 
Frage, ob tatsachlich die Colibakterien Phosphoglycerinsaure im Sinne 
der erwihnten Darlegung angreifen kénnen. Die Vermutung trifft zu. 
Frische Colibakterien bilden in Gegenwart von Toluol aus Phos phogl ycerin- 
sdure sehr glatt Brenztraubensdure. Ohne besondere Sorgfalt vermochte ich 
73°, dieser x-Ketosaure in Form ihres 2, 4-Di-nitrophenylhydrazons zu 
isolieren. Daneben fand ich — wie Neuberg und Kobel (a. a. O.) bei der 
Kinwirkung von Hefe auf die Phosphoglycerinsiure — kleine Mengen 
Acetoin sowie Athylalkohol, deren Auftreten ungezwungen durch 
sekundére Veranderungen der Brenztraubensadure-spaltungsprodukte 
erklart werden kann. 

Auch mit einem Trockenpriparat von Colibakterien habe ich prin- 
zipiell die gleichen Ergebnisse erzielt. Die Mengen des Acetoins sowie 
Athylalkohols waren in diesem Falle gréfer. 

Die Umwandlung der Phosphoglycerinsaure durch Colibakterien 
erfolgt mit erheblicher Geschwindigkeit. Z. B. findet man nach 
6 Stunden bereits eine 75°,ige Dephosphorylierung und demgemaB 
eine hohe Ausbeute an Brenztraubensaure. 

Aus den mitgeteilten Experimenten ergeben sich neue Anhalts- 
punkte fiir die Rolle der Phosphoglycerinsiure im Stoffwechsel der 
Mikroorganismen, die durchaus nicht den Charakter eines Abfall- 
produktes hat. Dies gilt um so mehr, als inzwischen eindeutig fest- 
gestellt ist, daB Colibakterien sowchl in frischem als getrocknetem 
Zustande (bei Gegenwart von Fluorid) phosphorylieren und Phospho- 
glycerinsiure bilden; dariiber wird noch berichtet werden. 


A. Versuche mit frischen Colibakterien. 


Als Substrat diente glycerinséiure-mono-phosphorsaures Natrium, das 
durch Umsetzung von aquim. Mengen von kristallisiertem sauren glycerin- 
siéiure-mono-phosphorsaurem Barium und Na,SO, gewonnen wurde; die 
Lésung wurde dann mit NaOH neutralisiert. 1 cem der Fliissigkeit enthielt 
1,995 mg organisch gebundenen P, was einem Gehalt von 1,197 °,, C;H,0O,P 
anzeigt. 


1 A.J. Virtanen, H. Karstrém u. P.E.Simola, H. tol, 232, 1926; 
A.J. Virtanen u. P. E. Simola, Chem. Centralbl. 1927, 1, 1845; Acta Chem. 
Fenn. [B] 6, 14, 1931. 
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Es wurden zwei Versuche mit verschiedenen Mengen trischer Bakterien 
vorgenommen, dazu auch ein Versuch ohne Substrat mit Bakterien allein 
Die Zusammenstellung der drei Ansitze (py 6,62) war folgende: 





Versuch 1 Versuch 2 Blindversuch 

150 cem Na-salzlis., 150 cem Na-salzlés., 30cem Hy 0, 
25 g frische Bakterien *, 50 ¢ frische Bakterien, 5g frische Bakterien, 

10 cem Toluol, 10 cem Toluol, 2eem Toluol 


* Trockensubstanz 20,7 9/9. 


Die drei Ansétze wurden im Brutschrank bei 37° autbewahrt. Die 
Spaltung des Phosphorsdure-esters verfolgte ich, indem ich von Zeit zu 
Zeit die frei gewordene anorganische Phosphorséure in den Fliissigkeiten 
ermittelte. Die Werte sind in der folgenden Tabelle vereinigt. 


Tabelle I. 


Milligramm anorganischer Phosphor in je lcem Versuchslésung. 





Hauptversuch I Hauptversuch II Blindversuch 
(oe) ae Spur Spur Spur 
pe ere 1,608 1,620 0,052 
” -_ ; 1,722 1,609 0,047 


Wie man sieht, war die Spaltung des Phosphorsaure-esters nach 
23 Stunden praktisch ahgeschlossen. 


Nachweis und Bestimmung der Brenztraubensdure. 


Nach beendigter Spaltung (23 Stunden) wurden aus den Ansatzen 
1 und 2 Proben entnommen, die mit salzsaurem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
sofort das typische Hydrazon der Brenztraubensaure lieferten. 

Die Versuche wurden jetzt abgebrochen. Samtliche Ansétze wurden, 
jeder fiir sich, mit dem gleichen Volumen 5°,iger Trichloressigsiure ent- 
eiweibt, mit Fullererde behandelt und filtriert. Zu abgemessenen Teilen der 
klaren Filtrate wurde ein Uberschu8 einer warmen Lésung von 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin in 2n HCl gegeben. Aus den Ansitzen 1 und 2 fiel 
sofort das Hydrazon als gelber kristallinischer Niederschlag aus, der nach 
zweistiindigem Stehen im Eisschrank durch Zentrifugieren gesammelt 
wurde. Nach einmaligem Waschen mit kalter n/10 HCl und dann mit 
Wasser im Zentrifugenbecher wurden die Niederschlige im Vakuum iiber 
P,O,; getrocknet. Die weitere Reinigung geschah nach dem Verfahren von 
Neuberg und Kobel?. 

Die Niederschlage wurden mit m Na,CO,-Lésung ausgezogen; aus der 
alkalischen Lésung fallte verdiinnte Salzsiure das Hydrazon wieder aus. 
Die im Vakuum iiber P,O; getrocknete Substanz wurde aus Essigester 
einmal umkristallisiert und zeigte dann den richtigen Schmelzpunkt des 
reinen Hydrazons der Brenztraubenséure, der nach Newberg und Kobel 
bei 219° liegt. 

Bei der erschépfenden Behandlung des rohen Hydrazons mit Na,C QO, 
hinterblieb ein kleiner Riickstand, der sich auf Grund der typischen Violett- 
farbung mit alkoholischer Kalilauge als ein Osazon zu erkennen gab. 


1 CG, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929. 
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Es lag das Osazon des Diacetyls vor. Seine Muttersubstanz war Acetoin; 
dies wurde dadurch erhartet, daB man in den enteiweiBbten klaren Filtraten 
von den Ansitzen 1 und 2 die Anwesenheit von Acetoin mittels Ferri- 
chlorid-oxydation und der Dimethylglvoxim-reaktion nachweisen konnte. 

Die Ertrage an Brenztraubensaure bei der Spaltung des glycerinsaure- 
phosphorsauren Natriums durch B. coli sind der nachstehenden Beschreibung 
zu entnehmen. 

Ansatz I. Aus 120cem Urlosung (ursprunglich 1,205 g C,H;O,P 
enthaltend) wurden 1,332 g Roh-hydrazon und nach Losung in Na,CO, 
sowie Wiederausfallung mit H Cl 1,266 g reines Produkt abgeschieden. Diese 
entsprechen 0,415 g Brenztraubensaéure = 72,8°, der Theorie (0,570 g). 

Ansatz II. Aus 120 cem Urlésung (mit urspriinglich 1,051 g C,;H;O,P) 
wurden 0,936 g rohes und durch Behandlung mit Soda usw. 0,874 ¢ reines 
Produkt erhalten. Ausbeute: 57,7°,, der Theorie. 

Die Untersuchung auf Athylalkohol geschah in den gereinigten Destil- 
laten der Ansitze 1 und 2 nach Zeisel Fanto-Stritar und fiel positiv aus; 
es handelte sich aber nur um Spuren. 


B. Versuche mit Coli-Trockenbakterien. 


Benutzt wurde eine Lésung von Glycerinsiure-mono-phosphorsiure 
(als Natriumsalz). 





Versuch 1 Versuch 2 Blindversuch 
150 cem Na-salzlés., 150 ccm Na-salzlos., 10cem H,0, 
7,5g Trockenbakterien, 10g Trockenbakterien, 0,5 g Trockenbakterien, 
5eem Toluol, 5cem Toluol, 0,3 cem Toluol 


Temperatur 37°; pq = 6.65. 


Nachweis und Isolierung der Brenztraubensdure geschahen wie bei den 
Ansatzen mit frischen Bakterien. 

Ansatz I. Aus 100cem Urlésung (mit 1,447g C,;H,0O;P): 1,349 ¢ 
Roh-hydrazon und 1,233 g reines Produkt. Diese entsprechen 0.405 g¢ Brenz- 
traubensaéure 52°, der Theorie. 

Ansatz IT. Aus 100cem Urlésung 1,190g Roh-hydrazon und 1,028 g 
reine Substanz. Ertrag 59,3°, der Theorie. 


Phosphorsdure-abspaltung. 


Milligramm anorganischer Phosphor in lecm Versuchslésung. 





Versuch 1 Versuch 2 Blindversuch 
CN er Spur Spur Spur 
Nach 6 Std. . nese 1,540 1,955 0,094 
we 2,445 2.500 0,126 


Zu bemerken ist, da®B hier schon nach 6 Stunden ungefahr 75°, der 
organisch gebundenen Phosphorsiure losgelést waren. 

Bei der Einwirkung der Trockenbakterien auf glycerinsaéure-mono- 
phosphorsaures Natrium habe ich gleichfalls Acetoin und Spuren Weingeist 


nachweisen kénnen. 











Uber den Abbau der d, l-Glycerinsiure 
durch B. Coli und B. lactis aerogenes. 


Von 
Claudio Antoniani. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1933.) 


In der vorangehenden Mitteilung habe ich itiber den Abbau der 
phosphorylierten Glycerinsiure durch Colibakterien berichtet und durch 
Verfolgung der quantitativen Verhaltnisse dargetan, daB die Um- 
setzungen in durchsichtiger Weise und auf relativ einfache Art erfolgen. 
Komplizierter liegen die Vorginge bei der Einwirkung der genannten 
Erreger auf die reine Glycerinsiure selber. Es existieren bereits Unter- 
suchungen! iiber die Einwirkung von B. Coli auf Glycerinsiure. Nagai? 
hat gefunden, daB unter den Bedingungen des Sulfit-abfangverfahrens 
Acetaldehyd durch B. lactis aerogenes gebildet wird. Sodann stellten 
de Graaff und Le Févre® das gleiche fiir B. Coli fest. Ferner zeigten 
Virtanen und Peltola*, daB mit Massenkulturen von B. Coli in Ab- 
wesenheit eines Abfangmittels Essigsiure und Athylalkohol entstehen 
und daneben, wie so oft bei Coligérungen, Ameisensiure auftritt; 
dabei wurde das Calciumsalz der lavogyren Form schwerer angegriffen. 

Im Gegensatz zu den mit Abfangmethoden oder mit Massen- 
kulturen arbeitenden Autoren habe ich vorlaufig die Umwandlung der 
nicht phosphorylierten Glycerinsiure bei der iiblichen Beimpfung mit 
einer Osenkultur untersucht. Unter diesen Umstinden fand ich ganz 
iiberwiegend Essigsdure, an zweiter Stelle Ameisensdure und sehr kleine 
Méngen Athylalkohol; Milchsiure vermiBte ich in allen Fallen. 

Die Resultate waren bei gleicher Anwendung von B. lactis aerogenes 
ungefahr dieselben, nur war die Menge Essigsiure deutlich gréBer, 
und ich konnte bei Benutzung dieses Erregers Acetoin isolieren, das 
meines Wissens so zum erstenmal aus Glycerinsaure als Muttersubstanz 
erhalten worden ist. 

Um Stérungen durch fremde organische Zusaétze zu den Nahr- 
l6sungen, wie etwa durch Pepton oder Asparagin, auszuschlieBen, habe 
ich auch ein rein anorganisches Medium benutzt. Ebenso wie Virtanen, 
der wie erwihnt mit Massenkulturen gearbeitet und diese auf be- 


1 Die altere, bis ins Jahr 1878 zuriickreichende Literatur ist bei C. Neu- 
berg, diese Zeitschr. 228, 259, 1930, angefiihrt. — * K. Nagai, ebenda 141, 
266, 1923. — * W.C. deGraaff u. A.J. Le Févre, ebenda 155, 313, 1925. 
— 4 A.J. Virtanen u. E. Peltola, H. 187, 45, 1930. 
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sonderen Nahrbéden geziichtet hat, konstatierte ich, daB unter den 
von mir gewahlten Bedingungen der gewéhnlichen Impfkultur das 
Calciumsalz der rechtsdrehenden Form ebenfalls bevorzugt angegriffen 
wird. Es wird festzustellen sein, wie sich unter den gleichen 
Umstanden phosphorylierte Glycerinsdure verhalt. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus den experimentellen Daten. 


A. Versuche mit d,l-glycerinsaurem Calcium in organischer Nihrliésung. 
Als Substrate dienten Loésungen folgender Zusammensetzung: 
3g d. 1-glycerinsaures Calcium, 0,1 g KH,PO,, 
1g Pepton, Sp. MgSQ,, 
0.3 g Asparagin, 100 cem H,O. 
0.1 g Na,H PO,, 


Sechs Ansétze wurden nach dreimaligem Sterilisieren im Dampttopf 
mit reinen Kulturen B. coli bzw. B. lactis aerogenes beimpft und im Brut- 
schrank bei 37° aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurden in einem Ansatz die 
Zersetzungsprodukte untersucht. 

Im Gargut habe ich Milchsaéure vermiBt. Die fliichtigen Anteile wurden 
durch direkte Destillation entfernt. Das Destillat, das infolge der An- 
wesenheit von NH, alkalisch reagierte, wurde mit H,PO, neutralisiert und 
wieder der Destillation unterworfen. 

Im Destillat habe ich die Untersuchung auf Acetaldehyd (nach Lewin), 
auf Athylalkohol (nach Zeisel-Fanto-Stritar) und auf Acetoin mittels der 
Dimethylglyoxim-reaktion vorgenommen. 

Der nach der ersten Destillation verbliebene Riickstand wurde nach 
Ansaéuerung durch H,PO, nochmals destilliert und im Destillat der Gehalt 
an fliichtigen Sauren festgestellt. Die gesamte Aziditat wurde titrimetrisch 
ermittelt, und die einzelnen Saéuren wurden durch spezifische Reaktionen 
identifiziert: Die Ameisensiure durch Ubertiihrung in Blauséure, die Essig- 
siure nach Kriiger und T'schirch!; Ameisenséure habe ich oxydometrisch 
mit KMnO, nach Jones* bestimmt. Die Essigsiure ergab sich durch 
Subtraktion der Ameisensiuremenge von der Gesamtmenge der Sauren. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle I zusammen- 
gefaBt. 

Tabelle I. 





B. Coli B. lactis aerogenes 
Dauer des Versuchs in Tagen: 11 15 17 12 16 22 
Alkohol, a , F Sp. 1,5 —_- ' 25 Sp —_ 
Acetoin,mg ... : — — 4,7 7.0 +* 


Gesamte Aziditat 


(eem n/10 NaOH) 67,4 48,3 43,2 59,7 57,7 65,0 
Ameisensaure, mg . 172,5 138,0 140.5 73,5 $2.5 92,9 
Essigsaure, mg ..... | 179,5 | 110,0 76,5 | 262.5 239.0 270,0 
Milchsaure, mg... . — : a — 

. 
* Quantitativ nicht bestimmt. 
1 D. Kriiger u. E. Tschirch, B. 62, 2776, 1929. — ? Treadwell, Lehrb 


d. analyt. Chem. 2, 535, 1927. 
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Im Blindversuch, der mit der gleichen organischen Nahrlésung, abe 
ohne Zugabe von glycerinsaurem Salz angesetzt worden war, erhielt ic] 
weder Alkohol noch Acetoin. wohl aber etwas Ameisensaure und Essigsaure 
die bei den Hauptversuchen angefiihrten Werte fiir diese Saéuren sind un 
die im Kontrollansatz erhaltenen Mengen verringert. 

(Kin weiterer Ansatz von gleicher Zusammensetzung wie der Haupt 
versuch wurde nach der Sterilisation nicht beimpft. Bei der nach 60 Tage: 
vorgenommenen Priifung waren Alkohol, Acetoin, Essigsiure und Ameisen 
siure nicht zugegen.) 


B. Versuche mit d, l-glycerinsaurem Calcium in anorganischer Nibrlésung. 


Die Zusammensetzung des Mediums war: 
10 og d, |-glycerinsaures Caleium, Sp. MgSO,, 
05g K,HPO,. Sp. FeCl, 
0.5 g¢ (NH 4).H PO,, 500 cem H,O. 
Zwei Ansaétze wurden nach Sterilisieren, wie bei A., mit B. coli und mit 
B. lactis aerogenes beimpft und nach 2 Monaten wie bei den vorigen Ver 
suchen aufgearbeitet. 


Tabelle Ll. 





B. Coli B. lactis aerogenes 

Dauer des Versuchs in Tagen: 70* 12° 
no TCE, OE ea a Age Sa IY ech ale ae Sp. 
ca it. Seg mere oie re eran 4,0 
Gesamte Aziditiat (eem n/10 NaOH)... 31.0 134.8 
Ameisensaure, mg (spear ae ae — 59,5 
I be a el oe er es 186.0 732.0 
aE ee ae rE eR ae aoe ee — — 


* Stand iiber die Ferien im Brutschrank. 


Die filtrierten Lésungen aus den rein mineralischen Ansaétzen wurden 
mit Ca(OH), neutralisiert und mit Tierkohle vollstandig entfarbt; sie waren 
stark linksdrehend; auf eine Isolierung der optisch aktiven Glycerinséure 
habe ich verzichtet. 
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EinflubB des Nebennierenrindenhormons 
auf den Chemismus des titigen Muskels. 


Von 
Roberto Indovina (Palermo). 
(Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitaét Bern. ] 


(Eingegangen am 4. Oktober 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seitdem durch Swingle und Pfiffner ein RKindenhormonpraparat 
zwar noch nicht von chemischer Reinheit, aber von ziemlicher Konstanz 
und definierten Eigenschaften gewonnen worden ist, kénnen Fragen 
der Nebennierenphysiologie besser als friiher in Angriff genommer 
werden. In erster Linie wird man nach wie vor die Beziehungen zwischen 
Muskeltatigkeit und Nebennierenrindenfunktion in das Auge fassen 
und besonders durch Behandlung der Muskelermiidung mit dem neue 


Hormon den Versuch machen, den Mechanismus der Muskelermiidung 
weiter aufzuklaren. 

Da wir durch die Gite der Firma Gedeon Richter, Budapest, in den 
Besitz eines zuverlassigen nach Magistris hergestellten Praparates von 
Nebennierenrindenhormon gelangt waren, habe ich auf Anregung von 
Prof. Asher dieses Hormon zur Priifung des Chemismus der Muskel- 
ermiidung angewandt. Um bei dieser ersten Untersuchung den Umfang 
abzugrenzen, sollte erstens der Glykogengehalt und zweitens der Rest- 
oder Extraktivstickstoffgehalt des Muskels unter den gleich anzugebenden 
Bedingungen miteinander verglichen werden. Weshalb der Glykogen- 
stoffwechsel zu untersuchen ist, bedarf wegen des allgemein bekannten 
Tatbestandes keiner naheren Ausfiihrung. Was den Nicht-Eiweib- 
stickstoff anlangt, so liegen mehrere Anhaltspunkte dafiir vor, das 
Verhalten desselben bei der Muskelermtidung und deren Beeinflussung 
durch die Nebennierenrinde zu_ beriicksichtigen. 

Es sind stickstoffhaltige Nicht-EiweiBkérper bekannt, die bei der 
Tatigkeit des Muskels eine Rolle spielen. Sodann ist in die Lehre von 
der Muskelermiidung der Gedanke hineingetragen worden, daB der 
Kolloidzustand des Muskels sich andert. Unter den etwa in Betracht 
kommenden Méglichkeiten ist u. a. an eine Abspaltung stickstoffhaltiger 
Bruchstiicke aus einem hochwertigen EiweiBkérper zu denken. Wenn 
auch die alte Pfliigersche Lehre von der Beteiligung des EiweiBes an 
der Muskeltatigkeit in der von ihm formulierten Weise im allgemeinen 
abgelehnt wird, so ist doch die Annahme eines intramuskular ab- 
laufenden EiweiBstoffwechsels, wenn man die durch die neuere Muskel- 
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chemie erkannte ungemein groBe Spaltbarkeit funktionell bedeutsamer 
labiler Stoffe und die Resynthese im Muskel beriicksichtigt, nicht meh: 
vollstandig aus der Diskussion ausschlieBbar. SchlieBlich wird unte: 
den chemischen Vorgingen im nebennierenlosen Tiere neuerdings auch 
die Zunahme des Reststickstoffs im Blute genannt. Nach dem Gesagter 
scheint es mir gerechtfertigt das Verhalten des Nicht-EiweiBstickstoffs 
mit zu untersuchen. 

Der Plan der Arbeit bestand darin, erstens an Ratten, die ich in 
meinem Protokoll als Normaltiere bezeichne, den Glykogen und den 
Rest-N-Gehalt zu untersuchen. Eine zweite Reihe von Ratten, dir 
ich als Kontrolltiere bezeichne, sollten in einem Laufapparat bis zu 
volligen Ermiidung laufen. In dieser Reihe waren zu bestimmen dic 
Zeitdauer bis zur volligen Ermiidung, der Glykogen- und Rest N-Gehalt 
des gleichen Muskels. Eine dritte Reihe von Tieren, die ich als ‘Tiere 
mit Behandlung bezeichne, sollte gleichfalls bis zur Ermiidung laufen, 
aber 3 Stunden vor Beginn des Versuchs mit dem Rindenhormon vor 
behandelt werden. Die Zeit von 3 Stunden wurde gewahlt, weil Unter- 
suchungen im Berner physiologischen Institut bestatigt hatten, dali 
nach 3 Stunden die Reaktionen auf ein wirksames Praparat einzutreten 
beginnen. Bei diesen Tieren sollte wiederum die Laufdauer, der Glykogen 
und Rest-N-Gehalt der Muskulatur ermittelt werden. 

Um die Ratten Laufarbeit ausfiihren zu lassen, stand mir der von 
Curtis! aus dem Berner physiologischen Institut beschriebene Apparat 
zur Verfiigung. In diesem, von einem Elektromotor, unter Zwischen- 
schaltung eines Reduktionsbetriebes mit passender Laufgeschwindigkeit 
bewegten Laufrad kénnen Ratten stundenlang ohne Unterbrechung bis 
zur vollstandigen Ermiidung laufen, nur mu’ man durch Vorunter- 
suchungen die geeigneten Tiere sich aussuchen, solche, die sich nicht 
trainieren lassen, aber verwerfen. 

Die Glykogenbestimmung geschah in ihrem ersten Teile nach den 
bekannten Vorschriften von Pfliiger. Den aus der Umwandlung von Glykogen 
entstandenen Zucker habe ich nach der Mikromethode von Bang bestimmt. 
Bei der GréBenordnung der Zuckerwerte bzw. Glykogenwerte, namentlich 
in denjenigen Versuchen, wo ermiidete Muskeln vorlagen, erwies sich 
unter den iiblichen Zuckerbestimmungsmethoden die Bangsche als die 
zuverlassigste. Um den NichteiweiSstickstoff zu ermitteln, wurde in 
raschester Weise aus dem zerkleinerten Muskel nach Wagung desselben 
ein Extrakt hergestellt und dieser Extrakt mit der Trichloressigsaéure- 
methode vollig enteiweiBt. Die véllige EiweiBfreiheit wurde mit der Sulfo- 
salicylreaktion nachgewiesen. In der eiweiBfreien Lésung bestimmte ich 
nach der Methode von Abderhalden den NichteiweiB-N nach Kjeldahl. 

Zur Kontrolle der Methodik habe ich fiir das Mikroverfahren von Bang 
zur Bestimmung des Zuckers den analytisch gefundenen mit dem tat- 
sichlichen Werte einer bekannten Traubenzuckerlésung verglichen. Det 
berechnete Wert betrug 0,1 mg, die analytisch gefundene Menge 0,908 mg, 


' G. Curtis, diese Zeitschr. 164, 109, 1925. 





met 


mehr 
inte: 
auc! 

gten 
toffs 


hin 
den 
dir 
Zul 
- die 
halt 
‘iere 
ifen, 
Vol 
iter 
das} 
eaten 


re. 
yen 


von 
Arat 
1en- 
keit 

bis 
ter- 
icht 


den 
Pen 
mt. 
lich 
sich 
die 
in 
ben 
re- 
lfo- 


ich 


AN] 
at- 
Der 
ng, 








Einfl. d. Nebennierenrindenhormons a. d. Chemismus d. Muskels. 385 


demnach die Fehlerbreite 0.02°,. Die Fehlergrenze der Mikrostickstoft- 
methode ermittelte ich durch eine bekannte Harnstofflésung. Der be- 
rechnete Wert Stickstoff betrug Img, die analytisch gefundene Menge 
0,97 mg, demnach ein Fehler von 0,03°,.. Das Richtersche, nach Magqistris 
hergestellte Cortexhormon,war so eingestellt, daB lecem 30g frischer 
Driisensubstanz entspricht. In meinen Versuchen habe ich je | cem intra- 
muskular injiziert. Die Injektion wurde gut vertragen. 

Der Wert des angewandten Rindenhormons bzw. seine Wirksamkeit, 
deren Feststellung Voraussetzung fiir die Yon mir angestellte bio- 
chemische Untersuchung war, tritt sehr deutlich in Abb 1 hervor, 
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Abb. 1. 


in welcher die Laufzeit der unbehandelten und der behandelten Tiere 
miteinander verglichen wird. Bei allen vier untersuchten Tieren ist 
die Laufzeit der injizierten Tiere sehr viel gréBer als diejenige der 
normalen und Kontrolltiere. Da selbst bei Normaltieren, die doch 
im Besitze des eigenen Rindenhormons sind, die Wirksamkeit des 
kiinstlich zugefiihrten Hormons klar in Erscheinung tritt, schreibe ich 
dem Umstand zu, da ich die Tiere stets bis zur vélligen Erschépfung 
laufen lie8. Hiermit war ein wohl definierter Zustand zugrunde gelegt, 
der zudem dadurch charakterisiert ist, daB das vorhandene Hormon 
nicht ausreicht. Durechschnittlich betrug die Laufdauer der normalen 
Tiere etwas iiber 4 Stunden, waihrend die Laufdauer der injizierten 
Tiere durchschnittlich etwa 6'/, Stunden betragt. 

Das Verhalten des Glykogenstoffwechsels des Muskels der normalen 
ruhenden, der normalen bis zur Erschépfung tatigen und der bis zur 
Erschépfung tatigen, aber mit Rindenhormon injizierten Ratten zeigt 
Abb. 2. 

Der durchschnittliche Glykogengehalt der Muskeln der normalen 
ruhenden Tiere betrug 0,58 °, und die Abweichungen der Einzelwerte 
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bei den vier Versuchstieren vom Mittelwert ist eine sehr geringe. De: 
von mir gefundene Mittelwert fiir den Glykogengehalt von Muskel 
fiir Ratten, die iibrigens unter Grundumsatzbedingungen jeweilig i: 
den Versuch kamen, deckt sich mit den friiheren Bestimmungen im 
Berner Institut. Durch die erschépfende Muskeltatigkeit sank in alle: 
Versuchen bei den Kontrolltieren der Glykogengehalt der Muskulatu: 
auf einen sehr niedrigen Wert. Der Mittelwert belief sich auf 0,075 g-°, 
Die Verminderung gegen die Norm ist eine achtfache, ein deutliche: 
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Abb, 2. 


Beweis, daB die Laufarbeit bis zu einer hochgradigen Erschépfung 
durchgefiihrt worden war. 

Bei allen untersuchten Tieren beobachtete ich nach der 3 Stunden 
vor dem Laufbeginn erfolgten Injektion des Rindenhormons eine 
wesentliche Steigerung im Glykogengehalt des Muskels, wenngleich e1 
natiirlich weit von der Norm entfernt war. Der Mittelwert des Glykogen- 
gehalts belief sich auf 0,135°,. Die Steigerung betragt gegeniiber dem 
Gehalt bei den nicht injizierten Tieren 40°,. Diese Steigerung des 
Glykogengehalts erkliart den Erfolg hinsichtlich der Laufdauer zum 
mindesten teilweise und lehrt, daB das Nebennierenrindenhormon det 
Resynthese des Glykogens wahrend der Tatigkeit férderlich ist. 

Der NichteiweiB-N im Muskel der ruhenden Normaltiere betrug 
durchschnittlich 6,07 g Promille. Wie Abb. 3 zeigt, ist in allen Ver- 
suchen die prozentische Menge des NichteiweiBstoffwechsels bei den 
Normaltieren, welche bis zur Erschépfung gelaufen waren, merklich 
héher, der Promillegehalt belief sich auf 7,5. Wenn aber den Tieren 
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Rindenhormon injiziert worden war, so war wiederum in jedem Falle 
eine Anderung in der Richtung nach der Norm eingetreten, indem sich 
der Mittelwert des NichteiweiB-N auf 6,6 Promille belief. Es besteht 
ein Parallelismus der Wirkungen des Rindenhormons auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel und den Stickstoffstoffwechsel des tatigen Muskels. 
Die Steigerung des NichteiweiB-N im erschépften Muskel mag in Be- 
ziehung stehen zu der bekannten Erhéhung des Reststickstoffs im Blute 
nebennierenloser Tiere, eine Erhéhung, die durch wirksame Rinden- 
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Abb. 3. 


hormonpraparate beseitigt wird. Woher die grobe Steigerung des 
NichteiweiB-N im erschépften Muskel herrihrt, dafiir geben meine 
Versuche einen Anhaltspunkt. Die Unterschiede sind zu groB, als dab 
sie durch Anderungen im Wassergehalt erklirt werden kénnen. Denkt 
man an die Verhaltnisse im Blute, so sprechen sie fiir eine wirkliche 
Vermehrung des Reststickstoffs. Diese Vermehrung kénnte von Eiweib- 
abbau, sie kénnte aber auch von einer Ammoniakabspaltung aus nicht- 
eiweiBartigen Stoffen herriihren. Hieriiber miissen noch Versuche an- 
gestellt werden. 

Uber die Gesamtheit meiner Versuche orientiert die nachstehende 
Ubersichtstabelle auf S. 388. 

Die nachstehenden Versuche haben die Wirksamkeit eines richtig 
hergestellten Rindenhormonpraparats nachweisen kénnen. Drei Er- 
scheinungen der erschépfenden Muskeltatigkeit werden im giinstigsten 
Sinne beeinfluBt: die Zeitdauer bis zur vélligen Erschépfung, die Ver- 
minderung des Glykogenbestandes und die Erhéhung des NichteiweiB-N. 
Was das Glykogen betrifft, so diirfte das Rindenhormon die Resynthese 
begiinstigen, und hinsichtlich des Reststickstoffs wird wahrscheinlich 
die Aufspaltung hochwertigen stickstoffhaltigen Materials hintan- 
gehalten. 
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Ubersichtstabelle. 








Normaltiere 


Ratte Nr. 1. 
Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,55 % 9. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6,3 g-9/oo 


Ratte Nr. 2. 
Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,61 °/o. 
Wadenmuskeln — links: 
Rest-N 6,8 g- oo. 


Ratte Nr. 3. 
Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,53 °/). 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 5,8 g-8/oo. 


Ratte Nr. 4. 
Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,64 °/,. 
Wadenmuskeln _ links: 


Rest-N 5,4 g-/oo. 


Glykogen 0,58 °/,. 
Reststickstoff 6,07 g-°/oo. 


Kontrolitiere bei der Arbeit 


Ratte Nr. 5. 


Korpergewicht 182 g. 


Arbeitsdauer 4 Std. 20 Min. 


Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,070 °/o. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 7,2 g-%oy. 
Ratte Nr. 6. 
Korpergewicht 100 g. 


Arbeitsdauer 4 Std. 30 Min. 


Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,067 °/). 
Wadenmuskeln links: 
Rest -N 7,5 g-%oo. 
Ratte Nr. 11. 
Korpergewicht 102 g. 


Arbeitsdauer 4 Std 45 Min. 


Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,078 °/o. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 8,3 g-%/oo. 
Ratte Nr. 13. 
Korpergewicht 178 g. 
Arbeitsdauer 4 Std. 
Wadenmuskeln rechts: 
Glykogen 0,054 9). 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6.9 g-"loo- 


Mittelwert: 
0,075 %. 
7,9 g-"\o0- 


Versuchstiere bei der Arbeit 


Ratte Nr. 8. 
Korpergewicht 20) g. 
Arbeitsdauer 6 Std. 45 Min 
Wadenmuskeln rechts: 

Glykogen 0,124 ° o. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6.5 g-9 go. 

Ratte Nr. 9. 
Korpergewicht 92 g. 
Arbeitsdauer 6 Std. 15 Min 
Wadenmuskeln rechts: 

Glykogen 0,133 °o. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6,8 g-9 00° 

Ratte Nr. 12. 
Koérpergewicht 110g. 
Arbeitsdauer 8 Std. 5 Min 
Wadenmuskeln rechts: 

Glykogen 0,139 °/o. 
Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6,8 g-" O00 

Ratte Nr. 14. 

Korpergewicht 160 g. 


Arbeitsdauer 6 Std. 25 Min. 


Wadenmuskeln rech ts: 
Glykogen 0,144 "5. 

Wadenmuskeln links: 
Rest-N 6,3 g-°/po. 


0,135 %. 
6,6 g-" 00. 


Die wichtigsten Ergebnisse der vorstehenden Arbeit sind: 


1. Die Laufzeit von Ratten bis zur vélligen Ersch6pfung wird durch 


Nebennierenrindenhormon von 4 auf 6 Stunden verlangert. 


2. Nach Injektion von 


tindenhormon ist die Herabsetzung des 
Glykogengehalts der Muskeln im Zustande volliger Erschépfung nicht 


so hochgradig wie bei den unbehandelten Tieren. 


3. Erschépfende Arbeit erhéht den Reststickstoffgehalt des Muskels : 
nach Injektion von Rindenhormon ist die Steigerung eine geringe. 
4. Die beiden hier geschilderten biochemischen Veranderungen er- 
kliren zum Teil die giimstige Wirkung des Rindenhormons aut die 


Muskeltatigkeit. 
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Die Abhingigkeit der Stoffwechselwirkung des Schilddriisen- 
sekretes vom Zustande des Zentralnervensystems. 
Von 


Roberto Indovina (Palermo). 
{Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 


(Eingegangen am 4. November 1933.) 


Die nachfolgende Arbeit beschaftigt sich mit dem Problem der 
Beziehung zwischen Zentralnervensystem und Schilddriise, eine Be- 
ziehung, die schon Gegenstand mehrerer Arbeiten des Berner physio- 
logischen Instituts gewesen ist. Diese Beziehungen kénnen doppelter 
Art sein, EinfluB des Zentralnervensystems auf die Schilddriise und 
Kinflu8 der Schilddriise auf das Zentralnervensystem. Die Beziehungen 
zwischen Zentralnervensystem und Schilddriise wiirden zu eng gefabt 
sein, wenn man nur an die von Asher und seinen Mitarbeitern nach- 
gewiesene Regulierung der Schilddriisensekretion durch das Zentral- 
nervensystem denken wirde. Zu dem gleichen Problem gehért noch 
die etwaige Abhangigkeit der Wirkung des Schilddriisensekrets von 
dem Zustand des Zentralnervensystems. Mit dieser Frage habe ich 
mich auf Anregung von Prof. Asher befaBt. 

Um diese Abhangigkeit, wenn eine solche vorhanden ist, experi- 
mentell faBbar zu machen, mu der Zustand des Zentralnervensystems 
zu der Zeit, wo die Schilddriisenwirkung verfolgt werden soll, ab- 
geandert werden. Methedologisch bietet sich in allererster Linie der 
weg der Erregbarkeitssteigerung des Zentralnervensystems dar. Was 
die Reaktion der Schilddriise anlangt, die man verfolgen will, so muB 
es eine solche sein, wo nicht eine ausschlieBlich periphere Wirkung 
hinreicht, um das, was zur Beobachtung gelangt, zu erklaren. Die so 
charakteristische Tachycardie ist, entgegengesetzt manchen friiheren 
Einwanden, endgiiltig als rein peripher zustandekommend nachgewiesen 
worden. Selbst wenn, was trotzdem nicht ausgeschlossen werden soll, 
bei Vorhandensein der extrakardialen Nerven eine nervése Komponente 
beteiligt sein kénnte, so ist doch aus dem erstgenannten Grunde diese 
Reaktion fiir die Priifung der Abhangigkeit der Schilddriisenwirkung 
vom Zustande des Zentralnervensystems unbrauchbar. Anders steht 
es mit der Stoffwechselwirkung. Zwar liegen auch hier hinreichende 
Anhaltspunkte dafiir vor, daB bestimmte Stoffwechseleinfliisse der 
Schilddriise peripher entstehen kénnen, aber andere, namentlich der 
Grundumsatz, sind so sehr auch vom Nervensystem mit bestimmt, da} 
der Grundumsatz als eine giinstige Reaktion angesehen werden darf, 
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um aus seinem Verhalten auf die Abhangigkeit der Schilddriisenwirkung 
von dem Zustand des Zentralnervensystems Riickschliisse zu ziehen. 

Es wurde, auf diese Erwagungen gestiitzt, von mir zuerst der Grund- 
umsatz normaler Ratten ermittelt, sodann derselbe nach Injektion von 
Thyroxin. Das von mir benutzte Thyroxin wurde von Hoffmann, 
La Roche & Co. zur Verfiigung gestellt. Um die Erregbarkeit des Nerven- 
systems zu steigern, wurde in einer ersten Versuchsreihe Strychnin 
in therapeutischen Dosen angewandt. Ob die Strychnisierung fiir sich 
allein eine Anderung fiir den Grundumsatz zur Folge habe, wurde durch 
eigene Versuche gepriift. An eine Steigerung des Grundumsatzes konnte 
gedacht werden, weil, wie Stewart und Rogoff gezeigt haben, Strychnin, 
allerdings in weit héheren Dosen, als ich es benutzt habe, die Adrenalin- 
absonderung férdert. Nach allen diesen Vorversuchen folgten die Haupt- 
versuche, in denen die Thyroxinwirkung in derselben Dosierung, wie 
in den voraufgehenden Versuchen, auf das strychnisierte Tier gepriift 
wurde. 

Die Versuche dieser Reihe bringe ich in Tabelle I, I] und III. 
Tabelle I und II enthalt die Versuchsergebnisse an zwei Tieren, welche 
all den vorher genannten Eingriffen unterzogen wurden, wahrend 
Tabelle III den Grundumsatz eines Kontrolltieres enthalt, um zu zeigen, 
da waihrend der ganzen Andauer der Versuche iiber eine langere Zeit 
der beiden Hauptversuche ohne Eingriff eine ziemliche Konstanz des 
Grundumsatzes aufrechterhalten bleibt. 

Die Versuche der Tabelle I und II sind folgendermaBen gegliedert. 

Nach Erreichung eines konstanten Grundumsatzes folgt die Periode 
der intramuskuléren Thyroxininjektion. Hieran schlie8t sich nach Ab- 
klingen der Thyroxinwirkung eine Periode. in welcher Strychnin und 
Thyroxin injiziert wurde. Wiederum wurde das Abklingen der Wirkung 
abgewartet, um darauf eine Vergleichsperiode reiner Thyroxinwirkung ein- 
zuschalten. SchlieBlich wurde nochmals Strychnin und Thyroxin gegeben. 

Das Thyroxin steigerte bei beiden Tieren in bekannter Weise den 
Sauerstoffverbrauch, die Kohlenséiurebildung und die pro Stunde ge- 
lieferten Kalorien. 

Bei jedem Tiere ist in den beiden Perioden reiner Thyroxinwirkung 
die GréBe der Grundumsatzsteigerung fast identisch. Man erkennt 
hieraus, daB in quantitativer Weise die Werte unter gleichen Be- 
dingungen reproduzierbar sind. Vergleicht man nun die Grundumsatz- 
steigerung durch Thyroxin, wenn die Tiere unter dem EinfluB des 
Strychnins stehen, so ergibt sich ausnahmslos eine merkliche Erhéhung 
gegeniiber der ausschlieBlichen Thyroxinperiode. Um es an der Kalorien- 
bildung zu veranschaulichen, so erreichte bei Ratte Nr. 1 in der ersten 
Thyroxinperiode die Kalorienbildung am Ende den Wert 10,05, in der 
zweiten Periode den Wert 10,7. Hingegen am Ende der beiden Perioden 
der Thyroxinbeeinflussung am strychnisierten Tier die Werte 14,4 
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Tabelle LIT. 


Ratte, Schwanz blau. 





Datum H,0 CO, 92 __ Kalorien a | 





1933 in 5 Std. | R.Q. ae a pro Std. Atmung — ms 
17. VIII. 238 0,748 2.05 1,99 6,43 SS 219 26 
19. VIII. 3.28 0.794 1,62 1,56 5,17 72 24 
22. VIII. 3,08 O781 2,29 | 2,13 7,57 84 22 
24. VIII. 2,64 0,77 2.49 | 2.25 6,30 90 22 
27. VIII. 2,80 0,79 2,60 2,42 7,00 86 21 
29. VIII. 238 | 0.82 2,57 | 2,21 7,41 90 22 
& -a: 3,00 0.89 2,70 | 2,45 7,5 80 23 
6. IX. 
2. Be 
i ER 3,20 = 0,79 2,73 | 2,50 8.4 78 250 23 
9. EX. 
20. .1X. 2,90 0,79 2.60 2.49 7,8 9) 249 22 
1. EX, 3,20 0,74 2.63 | 2.55 8,00 94 235 23 
2 1X. 2,97 0.76 2.70 2.54 7,8 90 227 22 
oo. Kx. 3,10 0.76 2.57 | 2,38 8,90 96 234 23 
ao: IX. 2.80 0,79 2.62 | 2.44 7.6 88 225 24 
4. :. 3.10 | 0,74 2,70 | 2,62 8,00 84 214 24 
a 3,15 | 0,75 2.76 2,60 tt 84 219 23 
a. 2 3,00 0,74 2.68 2.60 7,9 82 208 22 


bzw. 17,1. Bei Ratte Nr. 2 belief sich die Kalorienbildung am Ende der 
reinen Thyroxinperiode auf 10,62 bzw. 10,60, hingegen in der Thyroxin- 
plus-Strychninperiode auf 14,3 bzw. 16,0. 

Diese Versuche liefern den Beweis, daB bei einem unter dem EinfluB 
von therapeutischen Strychnindosen stehenden Tier die Thyroxin- 
wirkung eine viel starkere als sonst unter den gleichen Bedingungen 
ist. Das iuBere Verhalten des Tieres gibt hierfiir keine Erklarung: 
ich achtete besonders auf sein motorisches Verhalten, ohne einen Unter- 
schied zwischen dem strychnisierten und nicht strychnisierten Tier fest- 
stellen zu kénnen. Es liegt kein Grund dafiir vor, eine andere als die 
bekannteste Wirkung des Strychnins fiir die nachgewiesene hohe Grund- 
umsatzsteigerung verantwortlich zu machen, namlich den erhéhten 
Erregbarkeitszustand des Zentralnervensystems. 


Zur naheren Analyse des Zustandekommens einer starkeren 
Thyroxinwirkung, unter dem EinfluB eines durch Strychnin erhéhten 
Erregbarkeitszustandes des Zentralnervensystems, wiirde in erster Linie 
erforderlich sein zu wissen, welche Teile des Zentralnervensystems durch 
Strychnin in diesen geainderten Zustand gelangt sind. Sicher ist das 
Rickenmark ein Sitz der Strychninwirkung, und es gibt manche Tat- 
sachen, welche die Mitbeteiligung der niederen Hirnteile zu beweisen 
scheinen. Noch nicht gelést ist die Frage, ob auch das GroBhirn Sitz 
der Strychninwirkung sei; wenn es der Fall sein sollte, so kamen nur 
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reine Reflexmechanismen in Betracht. Weniger interessant fiir unse: 
Problem ist die Streitfrage, ob nur die rezeptorischen oder auch di 
effektorischen Mechanismen des Riickenmarks von der Strychnin- 
wirkung betroffen seien. Dusser de Barenne* hat jiingst den augenblick- 
lichen Stand der Kenntnisse hiertiber dargestellt. Die Analyse ist aber 
hiermit nicht vollendet, sondern es tritt noch die Frage hinzu, auf 
welche Weise unter der geainderten Impulsgebung des strychnisierten 
Zentralnervensystems die stirkere Grundumsatzsteigerung durch das 
Thyroxin zustandekommt. Da die Tatsache selbst feststeht, ist der 
Weg fiir eine experimentelle Untersuchung frei gemacht. 

Die nachste Versuchsreihe sollte die Frage behandeln, wie die 
Thyroxinwirkung ausfallen wiirde, wenn die Tiere unter dem EinfluB 
eines mehr oder weniger spezifisch die GroBhirnerregbarkeit steigernden 
Mittels stande. Ich wahlte hierzu das Cocain und injizierte den Tieren 
taglich 20 bzw. 25mg Cocain. Ich habe diese vorsichtige Dosis 
gewihlt, um keine auBerlich bemerkbare Ubererregung der Tiere 
zu erzeugen. Tatsichlich verhielten sich die Ratten wahrend der 
Periode der Cocaininjektion nicht anders als sonst, und Cocain in 
den von mir benutzten Konzentrationen machte fiir sich allein keine 
Anderung des Grundumsatzes. 

Die Versuche, welche ich in Tabelle IV, V und VI bringe, sind in 
genau der gleichen Weise angeordnet wie die friiheren, und die Proto- 
kolle bediirfen daher keiner weiteren Erlauterung. 

Die mitgeteilten Versuche ergeben, daB es gleichgiiltig ist, ob man 
Thyroxin allein gibt oder Thyroxin zugleich mit dem Cocain. Fir das 
negative Ergebnis kénnen verschiedene Erklirungen gegeben werden. 
Die eine wiirde darin bestehen, daB das GroBhirn ohne EinfluB auf die 
Thyroxinwirkung ist. Eine andere Erklarung wire die, daB erst gréBere 
Cocainmengen, als ich sie benutzt habe, erforderlich sind. Wenn letzteres 
der Fall ware, wiirde Cocain kein brauchbares Mittel sein, da bei gréBeren 
Dosen eine Beschrinkung auf das GroBhirn kaum méglich ware. 

Meine letzte Versuchsreihe befaBte sich mit der Frage, ob die unter 
dem Einflu8 von Strychnin zustande kommende starkere Wirksamkeit 
des Thyroxins auch dann beobachtet werden kénnte, wenn unter physio- 
logischen Bedingungen eine Mehrsekretion des inneren Sekretes der 
Schilddriise stattfande. Gleichgiiltig, ob man das Thyroxin fiir das 
in der Peripherie zur Wirksamkeit kommende wirksame Sekret der 
Schilddriise auffaBt oder nicht, so ist jedenfalls die parenterale Zufuhr 
von synthetischem Thyroxin mehr eine pharmakologische als eine 
physiologische Beeinflussung des Organismus. Wir sind jetzt im Besitz 
eines Mittels, welches die physiologische innere Sekretion der Schild- 


1 J. G. Dusser de Barenne, Physiol. Rev. 18, 325, 1933. 
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Tabelle VI. Ratte, Riicken gelb. 





. , P Koérper- Tempe- 
=~ ee, | Re dives prostd,  Atmung gewieh ratur 
1933 pro kg g 0; 
18. VIII. 2.62 0,77 2.07 | 1,93 641 74 229 24 
21. VIII. 2,52 | 0,79 | 2,06 | 1,88 6,27 72 231 23 
80. VEEL 2,42 0,78 2,02 1,84 6,28 78 257 22 
2a 

a FA, 2,65 0,76 2,24 2,16 7,0) 80 259 24 

3 EK. 

4, IX. 

5. IX. 2 60 0,78 233 | 218 73 74 26% 20 

o &. 

'. Me 2,97 0,76 2.38 2,26 7.4 78 264 22 
13. IX. 3.79 0,77 2.40 2,24 Ge 80 259 22 
15. FX. 2,62 (0,75 | 2,49 | 2.39 7,8 78 249 19 
48. EX. 3,45 0,77 2,77 | 2,60 8,90 80 257 21 
21. LX. 3,15 0,74 2,42 2,35 4st 74 265 24 


driise anregt, nimlich das thyreotrope Hormon des Hypophysen- 
vorderlappens. Die Firma Schering-Kahlbaum stellte in zavorkommender 
Weise dem Berner physiologischen Institut dieses Hormon zur Ver- 
fiigung. 

Die gleiche Sendung des Priparats war von Frl. Spielmann in 
einer demnachst erscheinenden Arbeit benutzt worden und hatte typische 
Erscheinungen gesteigerter Schilddriisentatigkeit hervorgerufen. Das 
war auch in meinen Versuchen der Fall, da bei taglicher Zufuhr von 
60 Mauseeinheiten sich der Grundumsatz erhéhte. Die Versuche wurden 
an zwei Ratten und an einer dritten Kontrollratte angestellt. 

Bei der ersten Versuchsratte stieg unter dem EinfluB des thyreo- 
tropen Hormons der Grundumsatz von 7,7 auf 9,5 Cal. Bei der zweiten 
Versuchsratte von 6,7 auf 8,2, wahrend bei der Kontrollratte der Grund- 
umsatz annahernd konstant blieb. In der Periode, wo die gleichen 
Tiere auBerdem noch unter dem Einflu8 von Strychnin standen, waren 
die Steigerungen des Grundumsatzes viel gréBer. Bei der ersten Ratte 
erhéhte er sich von 7,1 auf 10,4; bei der zweiten Ratte von 6,9 auf 
10,5 Cal. 

Hiermit ist der Beweis geliefert, daB die Umstinimung des Zentral- 
nervensystems in einen erhéhten Erregbarkeitszustand auch der physio- 
logisch ausgelésten inneren Sekretion der Schilddriise eine héhere 
Wirksamkeit auf den Grundumsatz verleiht. Fir die Pathologie scheint 
mir diese Feststellung besonders wichtig zu sein, weil sie ein experi- 
menteller Beweis fiir die enge Beziehung zwischen Zentralnervensystem 
und Reaktion des Organismus auf das innere Sekret der Schilddriise 
ist. Vom physiologischen Standpunkt aus ist das von mir gefundene 
Ergebnis ein weiterer Beitrag dafiir, dab, was den Grundumsatz an- 
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Tabelle IX. Ratte, Schwanz gelb. 





’ ‘ P Kérper- | Tempe- 

1933 pro kg g ( 
27. IX. 1,90 1 2,80 | 2,27 | 0,81 7,00 80 155 24 
28. IX. 
29. IX. 2,63 2,16 | 2,06 |} 0,75 8,00 74 157 23 
30. IX. 

a. 

2. X. 2,40 2,27 | 2,20 | 0,74 7,2 76 145 23 
6. X. 1,61 2.70 2,65 | 0,74 7,3 82 143 23 
9. x. 1,75 2,74 | 2,61 0,76 7,6 84 153 22 
12 di 2,10 2,54 2,42 0,76 8,00 82 157 23 


langt, die Wirkung des injizierten Thyroxins als eine durchaus physio- 
logische angesehen werden muB, da sie wesensgleich mit der auf physio- 
logischem Wege ausgelésten inneren Sekretion ist. 

ZusammengefaBt ist der Inhalt dieser Arbeit: 

1. Unter dem Einflu8B von Strychnin in therapeutischen Dosen 
wird eine viel gréBere Steigerung des Grundumsatzes durch Thyroxin 
erzielt als bei gleicher Dosis im Normalzustand. 

2. Cocain in vorsichtiger Dosierung hat keinen EinfluB auf die 
Grundumsatzsteigerung durch Thyroxin. 

3. Die durch Zufuhr des thyreotropen Hormons des Vorderlappens 
ausgeléste physiologische Sekretion der Schilddriise ist gleichfalls von 
héherer Wirksamkeit bei einer durch Strychnin erhéhten Erregbarkeit 
des Zentralnervensystems. 

4. Die unter 1. und 3. genannten Tatsachen beweisen die Ab- 
hangigkeit der Schilddriisenwirkung von dem Zustand des Zentral- 
nervensystems. 














Zur kolorimetrischen Bestimmung der Phosphorsaure 
bei Gegenwart von Arsenationen. 


Erwiderung an H.K. Barrenscheen, J. Banga und K. Braun (1). 
(Diese Zeitschr. 265, 148, 1933.) 


Von 
A. E. Braunstein. 


(Aus dem biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 5. November 1933.) 


H.K. Barrenscheen, J. Banga und K. Braun behandeln die Technik 
meiner Phosphatbestimmungen in arsenathaltigen Blutproben und be 
richten Uber exorbitante Analysenfehler, die sie mit dieser Methode e1 
halten haben. Ich sehe mich hierdurch gen6tigt, nochmals auf Einzel 
heiten der Versuchstechnik einzugehen. 

1. Der Phosphatgehalt unserer Blutproben liegt in der Mehrzahl de: 
Falle zwischen 0,060 und 0,200 mg/cem P,O,; (also etwa m/1000 bis m 300 
Phosphat); die Arsenatkonzentration betrug in der Regel m/600. Bei 
unserer Anordnung (2) der kolorimetrischen Methode von Lohmann 
Jendrassik (3) enthalt die Kolorimetrierfliissigkeit 2ecem  Blutfiltrai 
(= 0,56cem Blut bzw. Erythrocytensuspension) mit 5,5°, Trichloressig- 
siure-Gehalt, leem 5n H,SO,, leem 2,5°,iger Ammoniummol vbdatlésung 
und 1 cem verdiinnte (1:5) Eikonogenlésung. Die Konzentrationen in de 
Kolorimetrierfliissigkeit sind demnach: [P] = m 10000 — m 3000, [As 

m (6000, [CC]L,COOH | 2,2°,, (0,135 mol.), Gesamtaziditat 1,135mol. 
Bei unseren methodischen Vorversuchen wurden selbstverstandlich stet- 
alle Proben und Standardlésungen mit allen Reagenzien in den ent- 
sprechenden Konzentrationen versetzt, handelte es sich doch um die E1 
mittlung der bei den gegebenen Konzentrationsverhaltnissen erforderlichen 
Korrekturen und nicht um die Ausbildung eines allgemein anwendbaren 
Verfahrens fiir die P-Bestimmung in Gegenwart von As. Die als Beleg 
angefiihrten neuen Analysen (Tabelle I), die vollstandig mit den fritheren 
in unserer Erwiderung (4) an S. Morgulis und S. Pinto (5) veréffentlichten 
iibereinstimmen, zeigen. dai das Verfahren unter diesen Bedingungen gut 


brauchbar ist. Bei rechtzeitiger Ablesung innerhalb 5 Minuten (Zeit punkt 
notiert!) — betragt die Korrektur fiir m 600 Arsenat 2 bis 5 Einheiten der 


dritten Dezimale; der maximale durch die Gegenwart des Arsenats ver- 
ursachte Bestimmungsfehler entspricht demnach etwa 0,001 bis 0,002 mg ‘ecm 
P,O,. liegt also innerhalb des Fehlerbereiches der Kolorimetrie?. 


1 Die Verschiedenheit der Arsenatkorrektur bei den einzelnen in 
Betracht kommenden Phosphatkonzentrationen ist so gering, daB sie 
vernachlassigt werden kann. Fiir andere Konzentrationsbereiche ist die 
Korrektur gesondert zu bestimmen. 
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Tabelle I. 





Kolorimetrische P-Bestimmung in Gegenwart von As. 
: K H. PO,-Standardljsung ‘ , : rt - 
Probe Nr. (0.2 mg cem P,O;) m 600 Nay HAsO, Destilliertes Wasser 
la 0.30 cem — 2.70 ecm 
lb, le 0.30 ¥ 1 ecm 1.70 - 
2a 045 . - 255 « 
2b, 2e 045 . 1 cem 155 , 
3a 0.60 . 240 , 
3b. Be 0,60 . 1 eem 140 , 


Zu jeder Probe und zu den Vergleichslésungen kommen je 1 cem 
22°,ige CC1,COOH-Lésung, 2cem 5n H,SO,4, 2 cem 2,5°,ige Molybdat- 


lésung und 2cem Eikonogenlésung. 


Volumen jeder Probe l0ecm; P,O,-Gehalt 0,060 mg (Nr. 1), 
0,090 mg (Nr. 2), 0,120 mg (Nr. 3): [As] m 6000; (CCI],COOH | 2,2 
(0,135 mol.); Gesamtaziditat 1,135 mol. 


In den Proben !d, 2d und 3d wurde die Trichloressigsaure fortgelassen 
und die Aziditat von 1,135 mol. durch zusatzliche Schwefelséure eingestellt. 

Proben 5 Minuten auf 37° erwiéirmt. dann unter der Wasserleitung 
gekiihlt. Zimmertemperatur 16°. 








Zeitpunkt Kolorimetrischer P,0,-Wert in mg 
der Ablesung =—s nance agsinsnaie aecetiel . 
(Minuten nach Nr. 1 Nr. 2 
Entnahme aus . ca td <a ba 
dem Wasserbad) a b e a b ¢ 
0 0,062 0.61 - 0.090 0.090 
l 0,063 0,063 0.080 0.091 
?.- 0, 164 0,963 0,092 0.092 
3 0,964 _ 0.94 
4 0.064 0,065 0.094 0.994 
6 0.066 0.067 0.094 0.095 
& 0 067 0,068 0.995 0.997 
10 1.069 0,070 0.095 0,098 
12 0,062 0.169 — 0,099 0.097 
Zeitpunkt Kolorimetrischer P,0,-Wert in mg 
der Ablesung . aici 5 A IISS aes 
(Minuten nach Nr. 3 
Entnahme aus esas Nr. ld Nr. 2d Nr. 3d 
dem Wasserbad) a b e 
0 0,117 0,118 — - oe 0.118 
1 0,117 ~ 0,094 0.129 
2 0,119 — 0,979 0,097 0,120 
3 -— 0.118 0,073 0,998 - 
+ 0,120 N,119 0.975 9,999 0,122 
6 121 0.120 0.978 0.101 9.124 
8 0.123 0 122 0.81 0.103 0.127 


10 0.124 0.124 0.984 0,107 0.132 
12 0,127 ae 0.086 a ; 
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UnterlaBt man dagegen den Zusatz der Trichloressigsiure zu den 
Proben, wie dies augenscheinlich in den Versuchen von Barrenscheen und 
Mitarbeitern der Fall war, so kommt es tatsaéchlich, wie wir uns nunmehr 
iiberzeugen konnten, zu raschem und unregelméBigem Nachdunkeln, so 
da8 eine kolorimetrische Bestimmung der Phosphorsdure  vollstandig 
unmdéglich wird. 

Durch einen gliicklichen Zufall wird folglich bei unserer Anordnung 
das Dunkeln der Proben, das von Barrenscheen wohl richtig als induzierte 
Arsenmolybdatreduktion gedeutet wird, durch die Gegenwart von Trichlor- 
essigsiure sehr stark gehemmt. Neben dem Einflu®8 héherer Aziditit 
handelt es sich allem Anschein nach wm eine spezifische Hemmungswirkung 
des CC1,COO’-Ions. Durch spezielle Versuche konnte nimlich festgestellt 
werden, daB die Trichloressigsiéure sich nicht vollstandig durch Schwefel- 
siure ersetzen laBt; letztere bewirkt in aquivalenter Konzentration eine 
viel weniger vollstandige Hemmung, wobei bereits der von Barrenscheen 
hervorgehobene Unterschied zwischen geringeren und héheren Phosphat- 
konzentrationen deutlich hervortritt (s. Tabelle I, Proben Nr. 1d, 2d, 3d). 

2. Wir haben unser Verfahren nie als einwandfrei hingestellt. Im 
Gegenteil schrieben wir [(6) S. 63, FuBnote] gelegentlich eines Versuchs, in 
dem héhere As-Konzentrationen angewendet wurden: ,.Da die Bestimmung 
kleiner Phosphorséiuremengen in Gegenwart von As auf groBe Schwierig- 
keiten st6Bt und auch durch die Korrektur der Zahlenwerte keine absolute 
Genauigkeit erzielt wird, diirfen wir den Resultaten dieser Versuche nur 
mit allem Vorbehalt quantitative Geltung beimessen‘*, und an anderer 
Stelle [(7) S. 70]: ,,Bei Konzentrationen tiber m/200 Arsenat ist eine genaue 
Phosphorsaéurebestimmung nicht mehr méglich .. .“* Einwandfrei ist keine 
Methode, die mit einer empirischen Korrektur behaftet ist; dies gilt auch 
fiir solche allgemein benutzte Verfahren, wie z.B. die Pyrophosphat- 
bestimmung nach Lohmann; wie sonst in derartigen Fallen, sind wir bei 
der Bestimmung von P in Gegenwart von As auf ein Naherungsverfahren 
angewiesen. 

3. Unsere (7) auch von Engelhardt (8) unterstiitzten und erweiterten 
Kinwinde gegen die theoretischen Vorstellungen von Barrenscheen iiber 
den Mechanismus der Glykolysehemmung, die iibrigens nur zum geringsten 
Teil mit unseren Arsenatversuchen zusammenhingen, bleiben zu Recht 
bestehen. Wir halten daran fest, da keineswegs Jede Glykolysehemmung 
primar durch Pyrophosphatzerfall bedingt ist. wohl aber jede St6rung der 
Glykolyse eine St6rung der Pyrophosphatresynthese zur Folge hat. 


Literatur. 


1) H. K. Barrenscheen, J. Banga u. K. Braun, diese Zeitschr. 265, 
148, 1933. — 2) A. BE. Braunstein, J. exp. Biol. u. Med. 1928, H. 23, 8. 277 
(russisch). — 3) K. Lohmann u. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. — 
4) A. E. Braunstein, J. of biol. Chem. 98, 379, 1932. — 5) S. Morgulis u. 
S. Pinto, ebenda 95, 621, 1932. — 6) W. A. Engelhardt u. A. E. Braunstein, 
diese Zeitschr. 201, 48, 1928. — 7) A. BE. Braunstein, ebenda 240, 68, 1931. — 
8) W.A. Engelhardt, ebenda 251, 343, 1932. 
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Elektrophorese von Trypanosomen und Spirochiten. 
Von 
F. P. Fischer und Viktor Fischl. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 8. November 1933.) 


Die bisher bekannt gewordenen Versuche tiber den durch die 
Wanderung im elektrischen Felde bestimmbaren Ladungssinn von 
Protozoen und Spirochaten widersprechen einander in solchem MaBe, 
daB dies nicht ohne weiteres mit der Verschiedenheit der benutzten 
Apparate, Elektroden und Untersuchungsmilieus zu erklaren ist; vgl. 


die nachstehende Tabelle. 





Autor Zur Anode wandern Zur Kathode wandern 


Verworn (1889 1S96) —- Paramacien 
Commandon (1911) Luesspirochiaten Trypanosomen (was fir?) 
Rekurrensspirochaten 
Hil nerspirochaten 


Hober (1914) Naganatry panosomen 
Durinetrypanosomen ~ 
v. Szent-Gyorgyi (1921) Luesspirochaten Naganatrypanosomen 
Leishmania donovani Durinetrypanosomen 
Schizotrypanum cruzi Surratrypanosomen 
Trypanosoma theileri Gambiensetrypanosomen 
Kreuzschnabel- Rhodesiensetrypanosomen 
try panosomen 
Halteridieu Afrikanische Rekurrens- 


spirochaten 
Mausecoecidien 
Mauselamblien 
Paramacien 


Kligler und Ashner (1928) — Weilleptospiren 
Timmermann (1928) - Weilleptospiren 
Kross und Zuelzer (19382) Weilleptospiren - 


Luesspirochaten 
Hiilinerspirochaten —_ 


Wir haben aus anderen Griinden das Verhalten von Trypanosomen 
(Nagana Prowazek) und Spirochaten (europadische Rekurrens) aus infi- 
zierten Mausen im elektrischen Felde untersucht: der Strom wurde der 
Hochspannungsapparatur von Firth entnommen, die Beobachtung er- 
folgte im Deckglaspraparat zwischen zwei feuchten  Filterpapier- 
elektroden bei Dunkelfeldbeleuchtung. 

Es ergab sich, daB beide Mikroorganismenarten sowohl im natiir- 
lichen Milieu als auch in den iiblichen physiologischen Lésungen, auch 
abzentrifugiert, schlieBlich auch abgetétet, stets zur Kathode wandern, 
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was namentlich bei Gegenwart von Blutkérperchen, die bekanntlich 
anodisch wandern, auffallig zur Geltung kommt. Nur durch entspre 
chende Anderung des py lassen sich die Parasiten um- und entladen: 
daraus ergibt sich in Ubereinstimmung mit der Annahme von Car! 
hinsichtlich der Bakterien, daB auch bei Protozoen und Spirochaten 
die Ladung nichts mit ihrem Leben zu tun hat. Auch von der Virulenz 
und der chemotherapeutischen Beeinflu8barkeit ist sie unabhangig, da 
sich auch mit spezifischen Heilmitteln beladene sowie experimentel!| 
arzneifeste Erregerstimme als kathodisch erwiesen. 


Literatur. 
Carl, Zeitschr. f. Immunforsch. 42, 416, 1925. — Commandon, vel. 
Traube, Kolloidechem. Beih. 8, 303, 1912; diese Zeitschr. 69, 309, 1915. — 
Fiirth, Kolloidzeitschr. 37, 200, 1925. — Hdéber, diese Zeitschr. 67, 420, 


1914. — Kligler u. Ashner, J. of Bact. 16, 79, 1928. — Kross u. Zuelzer, 
Centralbl. f. Bakt. I. Org., 126, 360, 1932. — v. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 
110, 116, 1920; 118, 29, 1921. — Timmermann, Neder]. Tijdschr. Hyg. 3, 241, 
1928. — Verworn, Arch. f. Physiol. 45, 1, 1889; 46, 267, 1890; 62, 422, 1893; 
65, 47, 1896. 
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Uber die titrimetrische Mikrobestimmung des Cholesterins 
von Gabriel Monasterio. 


Von 
T. Meuwissen u. E, Noyons (Eindhoven). 


(Eingegangen am 10. November 1933.) 


Zur Abhandlung von Gabr. Monasterio iiber ,,Die titrimetrische Mikro- 
bestimmung des Cholesterins‘‘! méchten wir folgendes bemerken: 

Seit etwa 6 Monaten fiihrt man im Laboratorium des katholischen 
Krankenhauses (R. K. Binnen Ziekenhuis) in Eindhoven (Holland) 
quantitative Cholesterinbestimmungen nach einer von uns ausgearbeiteten 
Methode aus, die auf der Oxydation des ausgeschiedenen Cholesterin- 
digitonids mit K-Ag-Bichromatmischung beruht, deren UberschuB8 jodo- 
metrisch zuriicktitriert wird. Wir haben unser Verfahren jedoch nicht 
ver6ffentlicht, weil es fast vollkommen mit der Methode von Peters und 
van Slyke, 1932, iibereinstimmt, von deren Existenz wir erst vor kurzem 
erfuhren. Diese Methode befriedigt vollkommen, ebenso wie die unsrige, 
vorausgesetzt, das man sie mit der erforderlichen Sorgfalt anwendet. 
Die Bemerkung des Verfassers, daB ,,bisher das Cholesterin noch nicht 
titrimetrisch bestimmt wurde“, ist also nicht zutreffend. 

Ubrigens miissen wir nach unseren eigenen Erfahrungen von der 
Erhitzung der K-Ag-Bichromatmischung auf einem Sandbad bei einer 
Temperatur von 160° entschieden abraten, weil es méglich ist, daB bei 
Temperaturen tiber + 130° freier Sauerstoff entweicht und die Ergebnisse 
der Bestimmung viel zu hoch ausfallen. 


1 Diese Zeitschr. 265, 444, 1933. — ? ,,Quantitative clinical che- 


mistry“, 2. 

















Uber die Vitamin A-Reaktion mit Antimontrichlorid. 
Il. Mitteilung: 
Spektroskopische Untersuchung einizer Chromogene. 
Von 
Helene Goldhammer und Franz Meinrad Kuen. 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der 6sterreichisch-deutschen Wissenschafts- 
hilfe. 


(Eingeqangen am 10. November 1933.) 


Durch die vorliegende Mitteilung soll festgestellt werden, ob dir 
spektroskopische Untersuchung der Farbungen, welche bei der von 
Carr und Price angegebenen Reaktion auf Vitamin A auftreten, ein 
genaue Unterscheidung der verschiedenen Chromogene! ermdéglichen 
kann. 

Untersucht wurden die wichtigsten. in biologischem Material vor- 
kommenden Chromogene, so daB man auf Grund der Absorptions 
spektren in ein und derselben Reaktion Vitamin A, Carotin, Sterin 


und Oxvcholesterin nebeneinander nachweisen kann 


Die Reaktion wurde in folgender Weise ausgefiihrt: 0.2 bis 0.5 cem 
der Lésung der zu untersuchenden Substanz in wasserfreiem Chloroform 
werden mit 3 bis 5 cem Antimontrichloridreagens, d. h. einer gesattigten 
(ungefahr 30° igen) Lésung von Antimontrichlorid in Chloroform, ver- 
setzt. Das Absorptionsspektrum wurde sofort nach Auftreten det 
Farbung bestimmt und diese Bestimmung, da sich die Farbe der Lésung 
mit der Zeit andert, mehrmals wiederholt. Tritt nach Zusatz des Reagens 
eine Triibung auf. so kann diese in den meisten Fallen durch einig« 
Kérnchen Chlorealcium oder durch Zentrifugieren der Lésung beseitigt 
werden. Ebenso wirkt der Zusatz einiger Tropfen Essigsanureanhydrid®, 
doch wurde beobachtet. daB die Gegenwart desselben vielfach die Farbe 
der Lésung verandert, z. B. von Braun in Blau oder von Blau in Grinlich- 
blau. Diese Farbanderung zeigt sich im Absorptionsspektrum als Ver- 
schiebung oder im Falle erhéhter Lichtdurchlassigkeit als Aufhellung 
oder Verschwinden einzelner oder mehrerer Absorptionsbanden. 


! Unter Chromogen bezeichnen wir ganz allgemein Jene in Chloroform 
léslichen Stoffe, die mit SbCl, eine Farbenreaktion, meist eine Blaufarbung. 
sowie die entsprechenden charakteristischen Absorptionsbanden geben, wie 
Vitamin A. die Carotinoide, Sterine, Oxycholesterin usw. — * Vgl. Bertram. 
Proc. roy. Acad. Amsterdam 382, 664. 
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Im folgenden werden die Reaktionen der verschiedenen Chromogene 
sowie die dabei festgestellten Absorptionsspektren naher beschrieben. 
Es wird versucht, die beobachteten Banden den verschiedenen Chromo- 
genen zuzuordnen. Die Absorptionsspektren sind in den Tabellen fort- 
laufend numeriert: auf diese Nummern wird im Text verwiesen. 


Carotinoide (s. Tabel'e 1). 

Aus der Gruppe der Carotinoide wurden die zwei in den Blattern 
der griinen Pflanzen regelmaBig neben Chlorophyll vorhandenen und 
durch ihre Beziehungen zum Vitamin A biologisch besonders wichtigen 
Farbstoffe, namlich das Carotin und das Xanthophyll untersucht. 
Nach Kuler! zeigt Carotin nach Zusatz von Antimontrichlorid nach 
1 Minute ein kraftiges Absorptionsband im Gelb bei 590 mu und ein 
schwacheres Band im Griin bei 500 mu: nach 3 Minuten verschwindet 
das Band im Gelb, wahrend das Band bei 500 mu immer starker wird 
und nach 30 Minuten sein Maximum erreicht. Das von uns untersuchte, 
aus Karotten dargestellte, durch wiederholtes Umkristallisieren bis 
zum Schmelzpunkt von 180° gereinigte Carotin gibt nach Zusatz von 
Antimontrichlorid das charakteristische Band bei 590 mu (583— 08 mu), 
welches bald an Starke abnimmt (Spektrum 1). Nach einigen Minuten 
tritt das zweite Band bei 494--502 mu auf, 
60 Minuten seine volle Starke erreicht, wobei es sich etwas gegen Violett 


welches nach 30. bis 


verschiebt: 492—597 mu. AuBer diesen beiden von Euler in seiner 
Arbeit beschriebenen Banden tritt regelmaBig ungefahr gleichzeitig 
mit dem Band bei 500 mu noch ein drittes auf, welches zwischen den 
schon beschriebenen, bei 534--541 mu liegt?. 
Xanthophvll, aus Blattern dargestellt, gibt nach Zusatz des Antimon- 
reagens ebenfalls eine griinblaue Farbung, welche ein mit dem Carotin 
weitgehend tibereinstimmendes Absorptionsspektrum zeigt (Spektrum 2) 


Sterine (s. Tabelle 1). 


In der ersten Mitteilung wurde beschrieben, daB das Ergosterin 
bei der Ausfiihrung der Reaktion von Carr und Price eine Blaufarbung, 
das Cholesterin hingegen zunachst eine Rosafairbung gibt, welche nach 
einiger Zeit in Dunkelrot iibergeht. Die blaue Farbung des Ergosterins 


1 Diese Zeitschr. 203. 370, 1928; siehe auch Duliére, Morton u. Drum- 
mond, Chem. Ind. 48, 518: Th. Moore, Biochem. J. 24. 692, 1930. 
2 Neuerlich hat Euler dieses dritte Carotinband  beschrieben; siehe 
Euler, Die biochemischen und physiologischen Wirkungen von Carotin 
und Vitamin A, Ergebn. d. Physiol. 34, 360, 1932. Er gibt fiir 9-Carotin 
+ SbCl, zwei Maxima: bei 590 und 542 mu an. Nach Karrer (Helv. Chim. 
Acta 16, 641, 1933) gibt x-Carotin das Band bei 542 mu und /-Carotin das 
Band bei 590 mu. 
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zeigt vier Absorptionsbanden und zwar bei 490—504, ein starkes Band 
bei 561—575 und zwei weitere bei 620—633 und 680—707 mu (Spek- 
trum 3). Die blaue Farbung ist sehr bestaindig, doch treten nach einigen 
Stunden an Stelle des Bandes bei 680—707 my zwei Banden auf, bei 
670—680 und 702—714 mu. 

tine Cholesterinlésung fairbt sich nach dem Zusatz des Antimon- 
reagens rosa, manchmal auch zuerst gelblich oder lachsrosa und ab- 
sorbiert in diesem Zustand bei 495—502 mu (Spektrum 4). Nach 
1 Stunde erscheint die Lésung tiefrot gefarbt und zeigt dann vier Ab- 
sorptionsbanden, und zwar zwei stairkere bei 495—502 und 557—566 
und zwei schwachere bei 470 —474 und 527—534 mu. Nach 24 Stunden 
geht das Rot meist in Rotviolett tiber, wobei sich die Absorptions- 
banden nur geringfiigig verschieben. 

Bei Ausfiibrung der Reaktion mit Ergosterin und Cholesterin zeigen 
die Absorptionsspektren eine gewisse Ubereinstimmung. Beiden Spek- 
tren gemeinsam ist das Band bei 492—502 my, das Ergosterinband 
bei 561—575 erscheint beim Cholesterin um ungefahr 3 bis 6 mu ver- 
schoben, bei 575—566 bzw. 560—569 mu. Die anderen Banden sind 
verschieden. 

Oxydationsprodukte des Cholesterins (s. Tabelle I). 

Von Stoffen, welche bei der Oxydation des Cholesterins entstehen, 
wurden untersucht das nach Lifschitz! durch Behandlung des Chole- 
sterins mit Benzoylsuperoxyd gewonnene ,,Oxycholesterin’*, sowie jene 
Oxydationsprodukte, welche beim Schmelzen und beim Bestrahlen des 
Cholesterins mit der Quarzlampe bei Zutritt von Luftsauerstoff gebildet 
werden. Wahrend Cholesterin selbst mit Antimontrichlorid eine Rot- 
farbung gibt, farbt sich die Lésung seiner Oxydationsprodukte nach 
Zusatz des Antimonchloridreagens intensiv blau. Diese Blaufirbung 
tritt jedoch nur dann auf, wenn die Bestrahlung oder das Schmelzen 
des Cholesterins, wie in der ersten Mitteilung gezeigt worden war, bei 
Gegenwart von Sauerstoff erfolgt, d. h. wenn das Cholesterin Gelegenheit 
hatte, sich zu oxydieren. Wird Chelesterin in einer Stickstoffatmosphare 
bestrahlt oder geschmolzen, so geben die entstandenen Stoffe keine 
Blaufarbung. 

Sowohl die beim Schmelzen des Cholesterins als auch die bei der 
Bestrahlung mit der Quarzlampe entstehenden Oxydationsprodukte 
zeigen bei der Reaktion mit Antimontrichlorid Absorptionsspektren, 
die von dem, welche das Cholesterin bei Zusatz von Antimonchlorid 
gibt, vollstandig verschieden sind, dagegen genau dieselben Absorptions- 
banden besitzen wie der blaue Korper, welcher beim Versetzen einer 





1 Diese Zeitschr. 48, 400, 1913. 
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Oxvcholesterinlésung mit Antimontrichlorid gebildet wird. Das nach 
Lifschiitz gewonnene Oxycholesterin gibt nach Zusatz von Antimon- 
chlorid eine starke Blaufarbung, deren Absorptionsspektren ebenso wie 
beim Cholesterin vier Banden aufweist, welche aber im Vergleich mit 
Cholesterin stark gegen das langwellige Ende des Spektrums verschoben 
sind (s. Tabelle 1). Die vier Banden liegen bei 510, 545, 588 —600 und 
654—676 mu, von welchen das letzte das starkste und auffallendste 
ist (Spektrum 5). Wird das Oxycholesterin mit Alkohol-Benzin ent- 
mischt, so geben beide Fraktionen mit Antimonchlorid die Blau- 
farbung und zeigen auch, abgesehen von manchmal auftretenden 
geringfiigigen Verschiebungen um einige mu, dieselben Banden; das 
Band bei 510 my. ist, als schwachstes, nach der Trennung meist nicht 
mehr zu beobachten. 


Wird Cholesterin vorsichtig bis zum Schmelzpunkt erhitzt, so er- 
starrt es beim Abkihlen kristallinisch und scheinbar unverandert. Das 
Absorptionsspektrum der nach Zusatz von Antimontrichlorid auf- 
tretenden Blaufairbung zeigt noch die vier Cholesterinbanden bei 
460 —465, 492 —502, 527 —536 und 557—569 mu, aber auBerdem schon 
sehr stark das charakteristische Oxycholesterinband bei 658 —675 mu 
(Spektrum 6). Wenn man das Cholesterin nicht fiir ganz kurze Zeit, 
sondern 3 Stunden lang im Olbad auf 150° erhitzt, so weist die nach 
Zufiigung von Antimonchlorid eintretende Blaufarbung von den 
Cholesterinbanden noch die bei 460—466, 495—502 und 5380—540 mu 
liegenden auf, wihrend das Band bei 560—569 m nicht mehr erscheint. 
Dafiir tritt neben dem ersten Oxycholesterinband bei 658—671 noch 
das benachbarte zweite, bei 588-598 my. auf. In einem anderen Ver- 
such wurde Cholesterin wieder 3 Stunden lang auf 150° erhitzt, aber 
die Oxydation durch Einleiten von Sauerstoff in die Schmelze be- 
schleunigt. Das so erhaltene Oxydationsprodukt des Cholesterins, 
dessen Hauptmeuge durch Digitonin nicht mehr gefallt wird, gibt bei 
Ausfiihrung der Reaktion kein einziges Cholesterinband mehr, das Ab- 
sorptionsspektrum (Spektrum 7) stimmt vielmehr vollstandig mit dem 
des Oxycholesterins tiberein, wie ein Vergleich beider zeigt: 

Oxycholesterin nach Lifschitz: 

Banden 510 545 588—600 654—676 mu. 

Oxycholesterin aus Cholesterin durch 3 Stunden langes Erhitzen unter 
Sauerstoffdurchleitung gewonnen : 

Banden 510 546—550 588—600 658—675 mu. 


Bei einem Versuch mit 18 Stunden lang auf 150° erhitztem 
Cholesterin wurde ein Kérper erhalten, welcher nur mehr die zwei 
starksten Oxycholesterinbanden, naimlich die bei 588—600 und 658 
—671 mu liegenden gibt, waihrend die Banden bei 510 und 545 mu 
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nicht mehr auftreten, dafiir erscheint ein neues Band bei 550—570 mu 
(Spektrum 8). Dieser Kérper ist daher mit Oxycholesterin nicht mehr 
identisch. 

Bei allen durch Schmelzen gewonnenen Oxydationsprodukten des 
Cholesterins ist die Reaktion, wie beim Oxycholesterin sowohl in der 
Benzin- wie in der Alkoholfraktion positiv. Auch die Verteilung der 
Absorptionsbanden auf beide Fraktionen ist dieselbe wie beim Oxy- 
cholesterin. 

Versuche mit bestrahltem Cholesterin hatten im wesentlichen das- 
selbe Ergebnis wie die Schmelzversuche. Das Cholesterin wurde durch 
Verdampfen einer Chloroformlésung im Vakuum in groBen Kristallisier- 
schalen in eine gleichmaBige, diinne Kristallhaut gebracht und in dieser 
Form mit einer Quarzlampe (Heraus 220 Volt) unter Wasserkihlung 
von auBen in einem Abstand von 30cm bestrahlt. Der EKintritt der 
positiven Reaktion, das Verschwinden der Cholesterinbanden und das 
Auftreten der fiir das Oxycholesterin charakteristischen Absorptions- 
banden erfolgte in derselben Art und Weise wie bei den Schmelz- 
versuchen, nur braucht man zur Erreichung desselben Zustandes beim 
Bestrahlen mit der Quarzlampe bedeutend mehr Zeit wie beim Schmelzen 
des Cholesterins. Nach dreistiindiger Bestrahlung ist die Farbung auf 
Zusatz von Antimontrichlorid noch rosa, von den vier charakteri- 
stischen Absorptionsbanden des Cholesterins sind noch die drei bei 
470, 490—504 und 530—538 mu zu sehen, das Band bei 560—569 mu 
wurde nicht mehr beobachtet, dafiir war aber schon das dem Oxy- 
cholesterin eigentiimliche Band bei 658 —670 mu. allerdings noch schwach 
vorhanden (Spektrum 9). Die gleiche rosa Farbung mit Antimon- 
trichlorid und fast genau dasselbe Absorptionsspektrum zeigte ein unter 
gleichen Bedingungen 5 Stunden lang bestrahltes Cholesterin. Wurde 
dieses Priiparat noch 1 Stunde weiter, im ganzen also 6 Stunden lang 
bestrahlt, dann war die Reaktion bereits positiv, auf Zusatz von 
Antimontrichlorid firbte sich die Lésung schén blau und das Ab- 
sorptionsspektrum zeigte keine Cholesterinbanden mehr, dafiir waren 
aber von den Oxycholesterinbanden schon die beiden bei 590—606 
und 650—673 my deutlich sichtbar. Wird die Bestrahlungszeit auf 
acht Stunden ausgedchnt, so tritt noch das im Griin liegende Oxychole- 
sterinband bei 504—512 mu hinzu; bei einer Bestrahlungsdauer von 
insgesamt newn Stunden sind schlieBlich alle vier Oxycholesterin- 
banden zu sehen: Bei 505—510, 542—550, 588—600, 658—673 mu 
(Spektrum 10). Nach der Entmischung mit Alkohol-Benzin geben 
auch hier beide Fraktionen, wie beim Oxycholesterin nach Lifschitz und 
wie bei den Schmelzprodukten des Cholesterins mit Antimontrichlorid 
die Blaufirbung, ebenso zeigen beide Fraktionen deutlich alle vier 
Oxycholesterinbanden. 
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Lebertran (s. Tabelle IT). 

Die Blaufarbung, welche Lebertran mit Antimontrichlorid gibt 
weist zunachst zwei Banden auf, und zwar eine bei 560—572 my. und 
das fiir das Vitamin A charakteristische Band bei 600—620 mu! 
(Spektrum 11). Die blaue Farbung ist unbestandig. Nach ungefahi 
10 Minuten ist die Lésung meist violett gefairbt, wobei das Band bei 
610 my schwacher wird und drei weitere Banden auftreten, bei 464—475, 
527 —534 und 574—580 mu, nach 24 Stunden ist die Lésung violettrot 
gefarbt und meist nur noch das Band bei 523—534 my zu sehen. Nach 
Zusatz von Essigsiureanhydrid ist die Blaufarbung weniger dunkel 
und nur die Banden bei 600—620 und 532—541 mu regelmaBig zu 
beobachten. Entmischt man den Lebertran mit Alkohol-Benzin, so 
gibt nur die Benzinfraktion mit Antimontrichlorid eine Blaufarbung, 
welche die gleichen Banden wie Lebertran selbst aufweist (Spek- 
trum 12). Die Alkoholfraktion gibt keine Blaufarbung und zeigt 
keine Absorption. 

Wird Lebertran zweimal mit Alkohol ausgeschiittelt, so geht das 
Vitamin A in die alkoholische Lésung. Nach Verdampfen des Alkohols 
gibt der Riickstand mit Antimontrichlorid eine positive Reaktion, 
welche aber ein abweichendes Absorptionsspektrum (Spektrum 14—16) 
aufweist: sowohl das Vitaminband bei 610 my als auch die Cholesterin- 
banden sind gegen die kirzeren Wellenlingen verschoben, wie die 
folgende Ubersicht zeigt: 


Lebertran ...... . . 527—534 574—580 604—614 mu 
Alkoholischer Auszug aus 
Lebertran ...... . 504—513 553—557 595—604 mu 


Im Gegensatz zu Lebertran selbst gibt beim Entmischen des 
Riickstandes des alkoholischen Auszuges mit Benzin-Alkohol nicht 
nar die Benzinfraktion, sondern auch die Alkoholfraktion eine posi- 
tive Reaktion (Spektrum 15—16). Beim Ausschiitteln des Lebertrans 
mit Alkohol bleiben wahrscheinlich Stoffe, welche die Reaktion 
hemmen, ungelést?. 


Wahrend Lebertran selbst mit Antimontrichlorid eine violettblaue 
Farbung gibt, reagiert der wnverseifbare Anteil des Lebertrans mit 
SbCl, unter Bildung einer griinlichblauen Farbung. Das Absorptions- 


1 Gillam u. Morton, Biochem. J. 25, 1346, 1931; Karrer (Helv.chim. 
Acta 16, 625, 1933) hat das Vitamin A in die «- und /-Form getrennt; die 
«-Form gibt das Band bei 580 mu, die {-Form das Band bei 622 mp. — 
2 Uber die Isolierung einer die Reaktion schon in geringen Mengen 
hemmenden Substanz, einer ungesattigten Saure von der Formel C,H4.03, 
welche in Lebertran zu 2,.5°/), vorhanden ist, siehe Emmerie, Acta brev. 
Neer]. Physiol. 2, 156, 1933. 
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spektrum zeigt hier eine Verschiebung der Banden in das langerwellig: 
Gebiet (Spektrum 19): 


Lebertran selbst: 464—-475 527—534 574—580 604—614 mu 
Maximum: 577 609 

Unverseifbares : 478 — 488 530-540 574-583 618—629 mu 
Maximum: 579 623 mu! 


Das Vitamin A-Band wird also um mehr als 10 mu verschoben 
Noch gréBer ist diese Verschiebung, wenn man den alkoholischen Aus- 
zug aus Lebertran verseift: das Vitaminband wandert dann von 590 —614 
nach 618—633 mu (Spektrum 17—1s). 

In der Benzinfraktion des unverseifbaren Anteils treten nach 
einigen Minuten neben dem Vitaminband und dem Band bei 574—583 mu 
noch simtliche Cholesterinbanden auf (Spektrum 20). In der Alkohol- 
fraktion sind nur die Banden bei 574—583 und 614—625 mu zu beob- 
achten (Spektrum 21). 

Die Bedeutung des Bandes, welches Lebertran bei 572 und der 
unverseifbare Anteil bei 574—583 mu gibt, ist noch nicht geklirt. 
Wahrend die meisten Autoren mit Drummond und Morton? darin 
iibereinstimmen, das Band bei 610 my als fiir das Vitamin A charak- 
teristisch anzusehen und auf die Absorption in diesem Gebiet quanti- 
tative Vitaminbestimmungen begriindet wurden®, haben Heilbron, 
Gillam und Morton* die Ansicht vertreten, daB das Chromogen, welches 
das Band bei 572 mu verursacht mit dem Vitamin A verwandt. sei 
und das Band bei 610 my einem anderen Kérper zukomme. 

Versuche von LEekelen, Emmerie, Julius und Wolff? haben aber 
gezeigt, daB die beiden Chromogene durch Adsorption an Fuller-Erde 
getrennt werden kénnen. Bei der biologischen Priifung erwies sich 
nur jenes, welches das Band bei 610—620 mu gibt, als wirksam, wo- 
durch die Ansicht Heilbrons von einem Zusammenhang zwischen dem 
Absorptionsband bei 572 mu und dem Vitamin A widerlegt sein diirfte. 

Das Band bei 572 my zeigt eine groBe Chereinstimmung mit dem 
im Griin liegenden Absorptionsband des Cholesterins. Die Benzin- 
fraktion aus Lebertran zeigt das Band bei 566—572 (Spektrum 12), 
waihrend Cholesterin selbst nach Zusatz von Antimontrichlorid ein 
Band bei 560—570 my. aufweist (Spektrum 4). Im unverseifbaren An- 
teil des Lebertrans tritt sofort nach Zusatz von SbCl, das Band, wie 

' Diese Verschiebung der Absorptionsbanden infolge der Verseifung 
wurde auch von Heilbron, Drummond und Mitarbeitern beobachtet, welche 
folzende Werte angeben: Lebertran 606, 573 mu, Unverseifbares 617, 
583 mu. Biochem. J. 26, 1178, 1932. — ? Ebenda 28, 785, 1929. —* Bleyer, 
Schlemmer, Miiller-Parcham, Arch. d. Pharm. 1931, 8. 566; Eekelen, Em- 


merie, Julius u. Wolff, Proc. roy. Acad. Amsterdam 35, 1347, 1932. — 
‘ Biochem. J. 25, 1352, 1931. — ® A.a. O. 
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schon friiher gezeigt, gegen das rote Ende des Spektrums verschoben, 
bei 574—583 mu auf und verblaBt nach einigen Minuten (Spektrum 14), 
ebenso wie das Vitaminband bei 618—629 mu. Wenn die Lésung ihre 
blaue Farbe in blauviolett verdindert, treten dann die Cholesterinbanden 
auf, von denen das an der Grenze von Griin und Gelb liegende genau 
an der gleichen Stelle erscheint, naémlich bei 574—583 my (Spektrum 19). 
‘Trotz dieser groBen Ubereinstimmung kann man aber das Band bei 572 
(bzw. 574—583 mu) nicht als Cholesterinband ansehen. Zwei Tat- 
sachen sprechen dagegen. Erstens geht es beim Entmischen mit Benzin- 
Alkohol regelmaBig, ebenso wie das Vitaminband, in beide Fraktionen 
iiber, wahrend sich das Cholesterin nur in der Benzinschiceht lost. 
Zweitens tritt es auch nach Ausfallung des gesamten Cholesterins mit 
Digitonin auf. Lebertran wurde verseift, die Benzinfraktion mit einem 
UberschuB von Digitonin ausgefallt und mit dem cholesterinfreien 
Riickstand nach Entfernung des Digitonins durch wiederholtes Waschen 
die Reaktion angesetzt. Die blaue Lésung absorbierte bei 574—583 
und 610—625 mu (Spektrum 22), beide Banden verschwinden nach 
einigen Minuten, wobei sich die Lésung braun farbt. Auch bei langerem 
Stehen traten keine Cholesterinbanden auf. Es zeigt sich also, daB an 
derselben Stelle, bei 574—583, bzw. bei unverseiftem Lebertran bei 
560 —572 my, zwei Chromogene absorbieren: erstens das von Heilbron als 
Vitamin A angesprochene, dessen Absorptionsband sofort nach Zusatz 
des SbCl, auftritt und dann langsam verblabt, und zweitens das Chole- 
sterin, dessen Absorptionsband meist erst nach 20 Minuten deutlich zu 
sehen, aber sehr bestandig ist. 


Butter (s. Tabelle IT). 

Die untersuchten Butterproben enthielten sénitiich Carotin, wie 
das Absorptionsspektrum ihrer Lésungen in Benzin zeigte. Die Banden 
des Carotins bei 450 und 478 my. waren immer deutlich zu sehen. Eine 
Lésung von Butter in Chloroform, mit Natriumsulfat getrocknet, gab 
auf Zusatz von Antimontrichlorid keine Blaufarbung, die Lésung fairbte 
sich vielmehr gelbbraun und zeigte zwei Absorptionsbanden bei 459—470 
und 492—502 mu, welche von Cholesterin herriihren (Spektrum 23). 

Wird Butter verseift, so gibt der unverseifbare Anteil stets eine 
positive Reaktion, wobei immer das Carotinband bei 583--592 my zu 
sehen war, wahrend das fiir das Vitamin A charakteristische Band 
bei 618—630 mu nicht in allen untersuchten Proben auftrat (Spek- 
trum 24). Durch die Verseifung wurden auch hier wie bei Lebertran 
das Vitaminband und die Cholesterinbanden in der Richtung gegen 

tot verschoben, das Vitaminband liegt an derselben Stelle bei 618 
—630 my. wie im unverseifbaren Anteil des Lebertrans. Die Blaufarbung 
verschwindet meist ziemlich rasch und geht unter Auftreten der 
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Cholesterinbanden bei 475—478, 494—502, 530—536 mu in Rosa und 
spiter in Violett tber. 

Bei der Entmischung mit Alkohol-Benzin geht das Carotin in die 
Benzinschicht, wahrend das Vitamin A in beiden Schichten nach- 
zuweisen ist (Spektrum 25—26). 


Zusammenfassung. 

1. Die Farbungen, welche verschiedene Chromogene: Carotin, 
Xanthophyll, Ergosterin, Cholesterin, Oxycholesterin und Vitamin A 
nach Zusatz von SbCl, geben, wurden untersucht und deren Absorptions- 
spektren bestimmt, wodurch diese Chromogene sowohl fiir sich als auch 
in Gemengen nebeneinander bestimmt werden kénnen. 

2. Carotin und Xanthophyll geben ahnliche Absorptionsspektren ; 
die Spektren von Ergosterin und Cholesterin haben je vier Banden, 
von welchen zwei fast an derselben Stelle liegen. 

3. ,,Oxycholesterin® gibt ein von Cholesterin vollstandig verschie- 
denes Spektrum von ebenfalls vier Banden. Das Spektrum, welches 
Cholesterin zeigt, verschwindet allmahlich beim Erhitzen des Chole- 
sterins unter Luftzutritt oder beim Bestrahlen mit der Quarzlampe, 
worauf die vier charakteristischen Banden des Oxycholesterins auf- 
treten. 

4. Lebertran zeigt sechs Banden: Das Vitamin A-Band bei 610 my, 


das Band bei 572 mu und vier Cholesterinbanden. 

5. Bei Lebertran ist die Lage der Banden von der Vorbehandlung 
abhangig. In alkoholischen Ausziigen sind die Banden gegen die kiirzeren 
Wellenlangen verschoben, das Vitaminband erscheint bei 590—614 mu. 
Im unverseifbaren Anteil des Lebertrans sind die Banden ebenfalls 
verschoben, uber gegen das rote Ende des Spektrums, das Vitamin- 
band liegt bei 618—629 muy. Das Vitamin A geht beim Entmischen 


in beide Schichten. 

6. Im unverseifbaren Teil des Lebertrans absorbieren bei 574 
—83 mu zwei Chromogene. Sofort nach Zusatz von SbCl, absorbiert 
ein noch nicht genau definiertes Chromogen, welches Heilbron mit dem 
Vitamin A in Beziehung brachte, bei langerem Stehen tritt an der 
gleichen Stelle ein Absorptionsband auf, welches von Cholesterin her- 
ruhrt. 

7. Im unverseifbaren Anteil von Butter kénnen nach Zusatz von 
SbCl, die charakteristischen Absorptionsbanden von Vitamin A, Carotin 
und Cholesterin beobachtet werden. 
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Uber die Vitamin A-Reaktion mit Antimontrichlorid. 


Ill. Mitteilung: 
Placenta und Serum. 


Von 
Helene Goldhammer und Franz Meinrad Kuen. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ésterreichisch-deutschen Wissenschafts- 
hilfe. 


(Eingegangen am 10. November 1933.) 


Zur Bestimmung der Lipochrome und des Vitamins A im Blut- 
serum wird oft die Antimontrichloridreaktion nach Carr und Price ver- 
wendet, wobei die tiblichsten Extraktionsverfahren die Alkoholfallungs- 
methode nach Hijman’s van den Bergh! und die Atherextraktion nach 
Euler? sind. Den Literaturangaben*® nach werden durch das Verfahren 
nach Hijman’s van den Bergh ungefihr dreimal soviel Lipochrome 
extrahiert als nach dem Verfahren von Luler. Bei der vergleichenden 
Untersuchung der beiden Methoden bemerkten wir, daB man beim 
Ausithern des Blutserums oft eine schwach gelbe Lésung bekam, in 
der spektroskopisch kein Carotin feststellbar war, die aber mit Anti- 
montrichlorid versetzt, eine Blaufarbung und ein rasch verschwindendes 
Absorptionsband bei 590 bis 600 mu gab. Bei der Verarbeitung des- 
selben Serums nach Hijman’s van den Bergh erhielt man regelmaBig viel 
stirker gelb gefiirbte Extrakte, in denen sowohl Carotin als auch Xantho- 
phyll spektroskopisch nachweisbar waren, deren Blauwerte aber manch- 
mal geringer waren als die des Atherextraktes. Die Diskrepanz zwischen 
den Gelb- und Blauwerten in Blutproben, in denen kein Vitamin A vor- 
handen war, fiihrte notwendig zur SchluBfolgerung, daB im Blutserum 
noch ein farbloses Chromogen vorkommen miisse. Es gelang uns auch, in 
einer Fraktion des Blutserums, in der keine Lipochrome anwesend 
waren, ein solches Chromogen nachzuweisen. Von zehn untersuchten 
Blutproben (sowohl menschliches als auch Pferdeserum) konnten wir 
nur in einer einzigen das Chromogen nicht finden. Beim Entmischen 
mit Methanol-Benzin ging es in die Methanolschicht. Ob dieses farblose 
Chromogen ein Sterin- oder Carotinderivat ist und ob es biologisch 
wirksam ist, konnte noch nicht entschieden werden. 


1 Hijman’s van den Bergh, diese Zeitschr. 108, 279, 1920. — * Euler, 
Ergebnisse der Physiologie; 34, 385, 1932; Euler u. Virgin, diese Zeitschr. 
945, 252, 1932; Euler u. Klussmann, ebenda 250, 1, 1932. — * v. Eekelen, 


Acta brev. Neerl. 1, 3, 1931. 
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Was das Vorkommen von Carotinoiden im Blutserum anbetrifft, 
so konnten in allen untersuchten Proben sowohl Carotin als auch Xan- 
thophyll, wenn auch in wechselnden Mengen, spektroskopisch nach- 
gewiesen werden. Das Vorhandensein von Vitamin A wurde nur in 
einigen Fallen festgestellt. 

Zondek! berichtet tiber das Vorkommen von Carotin und Xan- 
thophyll in der Placenta, und zwar sollen beide Stoffe auch aus det 
entbluteten Placenta extrahierbar sein. Huler? untersuchte Menschen- 
wie auch Kuhplacenten und fand in letzteren nur f-Carotin im Unter- 


schied zu menschlichen Placenten, in denen er eine dem Xanthophyll- 


spektrum ahnliche Absorption feststellte. Die griindlichste Unter- 
suchung stammt von Kuhn und Brockmann*, die am Placentamateria| 
aus verschiedenen Schwangerschaftsmonaten das Vorkommen von 
Carotin und Xanthophyll untersuchten und quantitativ bestimmten. 
Danach tiberwiegen in der menschlichen Placenta die Xanthophylle 
weit die Carotine. 

In einer friiheren Mitteilung* berichteten wir, daB Placentaextrakt. 
der aus getrockneten Placenten gewonnen wurde, mit Antimontrichlorid 
versetzt eine schéne Blaufiirbung ergab. Bei der spektroskopischen 
Untersuchung konnte nun festgestellt werden, daB die blaue Chloroform- 
lésung Absorptionsbanden bei 595 mu und 541 mu aufwies. Bei det 
Entmischung mit Benzin-Methanol ging das Chromogen vollstandig in 
den Methylalkchol iiber; weder die Benzin- noch die Methanolschicht 
zeigten Absorptionsbanden, und auf gleiches Gelb eingestellte Carotin- 
und Xanthophyllésungen gaben mit Antimontrichlorid weder Blau- 
firbung noch Absorptionsband. 

Das Vorhandensein von anderen Banden, die wir als Oxycholesterin- 
banden identifizieren konnten, brachte uns auf die Vermutung, daB 
das Chromogen erst wihrend des 'Trocknens entsteht, wobei die Caro- 
tinoide zerstért wiirden. In Paralleluntersuchungen, in denen der eine 
Teil der Placenta sofort im Luftstrom getrocknet, der andere feucht 
extrahiert wurde, zeigte sich, daB in dem feucht extrahierten Teil 
Carotin und Xanthophyll regelmaBig (untersucht wurden etwa zehn 
Placenten) wie auch in einigen Fallen Vitamin A durch ihre charakte- 
ristischen Absorptionsbanden nachgewiesen werden konnten; der 
Extrakt aus dem getrockneten ‘leil hingegen enthielt keine Lipochrome, 
dafiir aber das Chromogen mit der charakteristischen Antimontrichlorid- 
reaktion und den Absorptionsbanden bei 595 und bei 541 mu. 


' Zondek, Die Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorder- 
lappens. — ? Huler u. Klussmann, |.c. — * Kuhn u. Brockmann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 206, 41, 1932. — 4 Goldhammer u. Kuen, diese Zeitschr. 
215, 6, 1929. 
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Die untersuchten Kuhplacenten enthielten im Gegensatz zu den 
menschlichen fast kein Xanthophyll, sondern nur Carotin. Auch 
Vitamin A konnte nicht nachgewiesen werden. Beim Trocknen der 
Kuhplacenten wurde das Carotin nicht zerstért; es wurde aber auch im 
Extrakt, der aus dem Placentapulver gewonnen wurde, das Chromogen 
nicht gefunden. Der Extrakt gab mit Antimontrichlorid nur eine 
schwach blaue Farbung, seinem Gehalt an Carotin entsprechend. 
Die T'atsache, da das Entstehen des Chromogens von der An- 
wesenheit des Xanthophylls abhangt, konnte durch Untersuchungen 
an vollstandig entbluteten menschlichen Placenten bestatigt werden. 
Wenn gut entblutete Placenten verarbeitet wurden, zeigte der 
Feuchtextrakt nach Entmischung mit Benzin- Methanol, da fast 
nur Carotin vorhanden war: beim Trocknen der Placenta bildete 
sich in solchen Fallen kein Chromogen, und das Carotin wurde 
nicht zerstért. 

Vitamin A konnten wir in einigen Fallen auch in den ent- 
bluteten Placenten feststellen. Es scheinen demnach Carotin und 
Vitamin A auch im Placentagewebe, das Xanthophyll hingegen 
nur im Blute vorhanden zu sein. 


Experimenteller Teil. 


Blutserum. 100 ccm Serum (Pferdestute) wurden nach Hijman’s van den 
Bergh mit der gleichen Menge Methanol gefallt und der Niederschlag mit 
Benzin (verwendet wurde Benzin Kahlbaum Kp. 70 bis 80°) extrahiert. 
Der Extrakt war stark gelb gefarbt, mit Antimontrichlorid versetzt gab er 
Blaufarbung und Absorptionsbanden bei 590 und bei 620 my*. Beim Ent- 
mischen mit Benzin-Methanol waren beide Schichten gleich gelb gefarbt, 
und es konnten spektroskopisch Carotin und Xanthophyll nachgewiesen 
werden. Das Vitamin A ging in die Methanolschicht. 

Die iiberstehende 50°,ig alkoholische Fliissigkeit, die schwach gelb 
gefirbt war, wurde mit Wasser verdiinnt und erschépfend ausgeathert. 
Die atherische Lésung wurde mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und im Vakuum eingedunstet. Der fast farblose Riickstand 
zeigte in Benzin aufgenommen keine Absorptionsbanden; mit Antimon- 
trichlorid trat Blaufarbung auf und Absorptionsbanden bei 595my und dann 
bei 541 mu. 

100 cem desselben Serums wurden nach Euler mit Ather erschépfend 
extrahiert ; in der schwach gelb gefaérbten L6sung konnten erst nach starkem 
Konzentrieren Absorptionsbanden, die denen des Carotins glichen, nach- 
gewiesen werden. Beim Versetzen mit Antimontrichlorid trat eine blau- 
graue Farbung auf und ein Band bei 595mu. Beim Entmischen mit 
Benzin-Methanol waren beide Schichten gleich gefarbt. 


1 Bei allen untersuchten Fraktionen trat auBerdem auf Zusatz von 
SbCl, nach einiger Zeit ein Absorptionsband bei 500 my auf, welches von 
Cholesterin oder Cholesterinderivaten herriihren diirfte. 
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Tabelle I*. 





Absorptionsbanden Farbe nach Zu- Absorptionsbanden in CH C13 


Praparat : ‘ ’ . 
i in Benzin satz von SbCl, nach Zusatz von SbCl, 


Serum (Mensch). 
Nach a: 


| ae 444—54 470—S5 blau 586—95 618—29 

som, % 444-54 475—85 ‘ 5S6—95 

M. ... 444—54 475—82 ' 586-90 618—29 
Nach b 

G. — — blau 590—690 

Be eon stedy - 

| ae - - blau 590—600 
Nach CG: 

Ms ce % 444—54 470—82 blaugrau 599—602 

BB. . . . »6446—54 §=2475—82 blaulich — 

ne 444—54 470—8) . 590—605 


Serum (Stute). 
Nach a: 


aa 448—54 474—84 blau 586—95 621—23 
Boe n'a oe 448—54 474—84 blaulich 586 —95 
| ae 448—52 474—84 blau 586—-95 621—23 
Nach b: 
as _ blau 586—600 
ear — —- - 
ee - a blau 586—690 
Nach e: 
SE 446—54 474—84 blaulich 5S86—9S8 
BS vg Vs 446—54 474—84 e 5s86—98 
M. ... | 446—54 474—84 x 586—98 


* Um die Tabellen iibersichtlicher zu machen, wurden die einzelnen 
Arbeitsgange numeriert und zwar nach folgendem Schema: 


Serum. 


Vv v v 
a b c 
Fallung Ausathern Atherextraktion 
mit Methylalkohol. der 50°. ig alkoho- des Serums nach Euler. 
Benzinextraktion nach lischen Lésung. 
Hijman’s van den Bergh. 
Placenta 
v v v 
I II II] 
Aceton- und Trocknen, Ather- Trocknen und 
Benzinextraktion extraktion, Verseifung Verarbeiten wie sub II 
usw. der nach I extrahierten 


Placenta 
G. bedeutet Gesamtextrakt, B. Benzinfraktion, M. Methylalkohol- 
fraktion. Die Absorptionsbanden wurden sofort nach Auftreten der Farbung 
beobachtet. 
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150 cem Serum (Mensch) wurden mit der doppelten Menge Methyl- 
alkohol gefallt, zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit in der oben 
beschriebenen Weise verarbeitet. Die ganz schwach gelb gefarbte Lésung, 
die keine Absorptionsbanden aufwies, gab, mit Antimontrichlorid versetzt, 
ein schénes, ziemlich bestandiges Blau und die Banden bei 595 und spater 
bei 541 my. Der Niederschlag wurde mit Benzin extrahiert, mit Wasser gut 
gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. Die Lésung war stark gelb 
gefarbt; beim Entmischen war die Benzinfraktion gelber als das Methanol. 
Beide Fraktionen gaben, auf gleiches Gelb wie der erste Extrakt eingestellt, 
weder Farbe noch Band mit Antimontrichlorid. Stark konzentriert gaben 
sie ihrem Gehalt an Carotin bzw. Xanthophyll entsprechend eine Blau- 
farbung. 

Placenta, Frische menschliche Placenten wurden von Nabelschnur 
und Eihauten befreit, durch die Faschiermaschine getrieben, und in zwei 
Halften geteilt. Der eine Teil wurde nach den Angaben von Kuhn! dreimal 
mit Aceton entwassert und dann einige Male mit Benzin  erschépfend 
extrahiert. Die vereinigten Ausziige wurden mit so viel Wasser versetzt, 
daB der gesamte Farbstoff in die Benzinschicht ging. Die stark gelb gefarbte 
Benzinl6sung wurde mit 90°, igem Methylalkohol entmischt. Die Benzin- 
schicht wurde dreimal mit Methanol gewaschen, die vereinigten Methanol- 
auszuige ebenfalls dreimal mit Benzin ausgeschiittelt. Wie aus den Tabellen 
ersichtlich, zeigten beide Schichten Absorptionsbanden, die denen des 
Carotins bzw. des Xanthophylls entsprachen. Mit Antimontrichlorid 
versetzt, gaben beide Schichten eine blauliche Farbung und ein schwaches 
Band bei 595mu. In einigen Fallen wurde auch das Vitamin A-Band bei 
610 mu _ festgestellt. Beim Entmischen ging das Vitamin A in die 
Benzinfraktion. Das Verseifen der Lésungen bewirkte keine Veranderung. 

Die zweite Halfte der Placenta wurde bei 35 bis 40° im Luftstrom 
getrocknet, mit Ather im Soxhlet-Apparat extrahiert, mit alkoholischer 
Kalilauge verseift und ausgeaithert. Der atherische Auszug wurde mit 
Wasser griindlich gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet., der Ather 
abdestilliert, der Riickstand in Benzin aufgenommen und mit 90°,igem 
Methanol in der oben beschriebenen Weise entmischt. Die Methylalkohol- 
schicht war viel schwacher gefarbt als die Benzinschicht. Beide Schichten 
zeigten keine Absorptionsbanden; mit Antimontrichlorid versetzt gab die 
Benzinschicht nur eine schwach rosa Farbung (Cholesterin), die Methyl- 
alkoholschicht eine tiefblaue bestandige Farbe, die Banden bei 595, 541 mu 
und ein Oxycholesterinband bei 680 bis 660 mu aufwies. Wurde die Placenta 
anstatt im Ventilator in einem Vakuumapparat bei 35 bis 40° getrocknet, 
dann trat das Band bei 595 my in unveranderter Stirke auf, das Oxychole- 
sterinband bei 680—660 mu war nur mehr als Verschattung erkennbar, 
was fiir die Verschiedenheit der beiden Chromogene spricht. 

Wenn die nach dem Verfahren I extrahierte Placenta im Ventilator 
getrocknet und nach II verarbeitet wurde, gab die Benzinschicht, mit 
Antimontrichlorid versetzt, eine schwach rosa Fairbung, die Methylalkohol- 
schicht gab eine deutliche Blaufarbung, die aber nur ein Band, und zwar 
das Oxycholesterinband, bei 680-—660 mu autwies. 

Frische, sehr gut entblutete? menschliche Placenta wurden wie oben 
beschrieben verarbeitet. Bei der Verarbeitung nach lL war nach der Benzin- 

1 Kuhn u. Brockmann, 1. ¢. * Herrn Prim. Waldstein sind wir fir 
die freundliche Uberlassung des Materials zu herzlichem Dank  ver- 
ptlichtet. 
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Methanolentmischung die Benzinschicht stark gelb gefarbt und zeigte eine 
Absorption, die der des Carotins entsprach. Die Methanolschicht war fast 
ungefarbt, so daB Spuren von Xanthophyll nur nach sehr starker Konzentra- 
tion nachweisbar waren. Bei der Verarbeitung nach II zeigte die Benzin- 
schicht ebenfalls die Banden des Carotins und gab mit Antimontrichlorid 
eine blauliche Farbung. Die Methanolschicht war wiederum fast ganz 
ungefarbt. Bei Zusatz von Antimontrichlorid trat weder eine Farbung noch 
ein Band auf. 
Tabelle II. 





_ Absorptionsbande Farbe nach Zu- Absorptionsbanden in CHCl, 
Priparat ' gmoney “ nor von SbCl, . i ‘Gee sl ‘SbCl, ’ 
Placenta (Mensch). 
Nach I: 
G.... . 444-54 470—82 blaugrau 534 595—604 607—18 
B.. . . . 444-54 475-82 a 595—604 607—18 
M. ... | 444-54 470—78 blaulich 595— 602 
Nach II: 
Pin gk. -- blau 541 586—607 658—80 
Bets (ES oe — rosa —_ 
ee — blau 541 586—607 660—80 
Nach III: 
Reith iat — blau 660—80 
Placenta (Mensch), entblutet. 
Nach I: 
G.. ... | 446—54 473—82  braunlich 592—607 610—18 
B.. .. . || 446—54 473—82 - 592—607 610—18 
M. — _ ~- 
Nach II: 
G.... . | 444-54 473—82 blaulich 592—605 
B.. .. . 444-54 473—82 “ 592— 605 
M. - — _ 


Kuhplacenta. Wuhplacenten? wurden wie die menschlichen Placenten 
vérarbeitet. Bei der Extraktion nach I war nach der Benzin-Alkohol- 
entmischung die Benzinschicht stark gelb gefairbt. die Methanolschicht 
fast farblos. Wie aus den Tabellen ersichtlich, zeigte die Benzinschicht 
Absorptionsbanden, die denen des Carotins entsprachen; die Methyl- 
alkoholschicht zeigte keinerlei Absorption. Das Verseifen anderte nichts an 
diesem Ergebnis. Bei der Verarbeitung nach I] war nach der Entmischung 
die Benzinschicht stark gelb gefarbt, zeigte wie bei I die Carotinbanden 
und gab mit Antimontrichlorid versetzt eine schwache Blaufarbung. 
Vitamin A konnte bei den untersuchten fiinf Fallen kein einziges Mal nach- 
gewiesen werden. Die fast farblose Methanolschicht zeigte keine Absorptions- 
banden. Mit Antimontrichlorid versetzt gab sie weder Farbe noch Band. 
Die nach I extrahierte Placenta wurde im Ventilator getrocknet und nach II 
verarbeitet. Die Fraktionen waren ungefarbt und zeigten weder Absorption, 
noch gaben sie eine Reaktion mit Antimontrichlorid. 


1 Herrn Prof. Keller sind wir fiir die freundliche Uberlassung des 
Materials zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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Tabelle III. 





> Absorptionsbanden Farbe nach Zu- Absorptionsbanden in CHC] 
Praparat = Benzin satz von SbCl, eo Zusatz von SbCl, 
Placenta (Kuh). 
Nach I: 
G.. .. . 444-56 475—88 blaulich 587 — 96 
B.....  446—56 475—88 2 587—96 
st _ < ~ a 
Nach II 
rt... .  446—56 475—88 blaulich 586—609 
| 446—56 475-88 ‘ 586—600 
| er _— _— _ — 
Nach III: 
ae _ — — 


Zusammenfassung. 


Im Blutserum (Mensch und Pferd) wurde ein farbloses Chromogen 
gefunden, welches mit Antimontrichlorid versetzt eine Blaufarbung 
und Absorptionsbanden bei 595 und bei 541 my gab. Carotin und 
Xanthophyll konnten regelmaBig, Vitamin A nur in vereinzelten Fallen 
nachgewiesen werden. 

Beim Trocknen der menschlichen Placenten unter Luftzutritt bei 
35 bis 40° werden die Lipochrome zerstért, und es entsteht ein farbloses 
Chromogen, welches auf Zusatz von Antimontrichlorid eine Blaufarbung 
und Absorptionsbanden bei 595 und bei 541 mu gibt. Das Entstehen 
des Chromogens scheint an das Vorhandensein von Xanthophyll ge- 
knipft. In Kuhplacenten, die nur Carotin enthalten und in gut ent- 
bluteten menschlichen Placenten bleibt das Carotin beim Trocknen 
erhalten, und es entsteht kein Chromogen. Bei menschlichen Placenten 
sind Carotin und Vitamin A auch im Gewebe, Xanthophyll] hingegen 
ist nur im Blute vorhanden. 
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Kinetik der Oxydationsyorginge in befruchteten Eiern. 


I. Mitteilung: 
Geschwindigkeit der Oxydation wihrend der Embryonalentwicklung 
von Trutta iridea (Regenbogenforelle). 
Von 
W. Schlenk jr. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 12. November 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit der Entdeckung Warburgs, daB im Augenblick der Befruchtung 
der Sauerstoffverbrauch des Eies erhéht wird und im Verlauf der 
Zellteilung weiter ansteigt!, sind die Oxydationsvorgainge im Ei Gegen- 
stand besonderen Interesses: es gilt den Zusammenhang zu_ klaren 
zwischen der Oxydation als Energiequelle und der Zellteilung und 
Differenzierung als sichtbarer Leistung. Bei der Kompliziertheit des 
Gegenstandes besteht wenig Aussicht, daB es gelingt, in das Wesen 
der Vorginge unter deduktiver Zugrundelegung theoretischer Vor- 
stellungen einzudringen, wie es vielfach versucht worden ist. Vielmehr 
dirfte die Vorarbeit unerlaBlich sein, zunaichst genaue Kenntnisse 
iiber den quantitativen Ablauf der Geschehnisse zu sammeln in der 
Art, wie es zum ersten Male in Warburgs grundlegenden Untersuchungen 
,,Uber die Oxydationen im Seeigelei‘‘ unternommen worden ist. Fiir 
die chemische Seite des Problems sind zu allererst die Fragen zu beant- 
worten: Was ist das chemische Objekt der Oxydationen ? und: Wie ist 
die Kinetik der Oxydation ? 

Unter diesem Gesichtspunkt wurde in der vorliegenden Arbeit 
die Intensitat der Atmung — zunachst an den Eiern der Forellen — 
von der Befruchtung bis zum Ende der Embryonalentwicklung (67 Tage 
lang) mit gr6Btméglicher Genauigkeit und Kritik fortlaufend gemessen, 
und dabei durch Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Kohlen- 
siureabgabe ein Anhalt gesucht, ob Oxydationsmaterial oder Art der 
Oxydation im Laufe der Entwicklung wechselt?. Durch chemische 
Analysen der Eier wurde das gewonnene Resultat erginzt?. 

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde eine besondere Apparatur 
konstruiert; die sonst vielfach bewahrte Anordnung nach Warburg 


1 O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 1, 1908. — * Fir das 
Hiihnerei konstatierte J. Needham Wechsel des Objektes der Oxydation. 
Zuerst Kohlenhydrat, dann EiweiB8, schlieBlich Fett. Brit. j. exp. biol 8, 
189, 1926. — % Die Arbeit erscheint demnichst. 
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konnte nicht verwendet werden, weil die Forelleneier Schiitteln nicht 
vertragen. So mute die Sauerstoffsittigung des Wassers, in dem 
sich die Kier befanden, durch stindiges Durchleiten in der Apparatur 
zirkulierenden Sauerstoffs besorgt werden. Die von mir benutzte 
Anordnung erfiillt, wie ich feststellte, auch das weitere Erfordernis, 
die gebildete Kohlensiure aus dem Wasser zu entfernen. Durch 
das Arbeiten in geschlossenem Kreissystem konnte dje Abnahme des 
Sauerstoffs volumetrisch verfolgt werden, wahrend die Absorption 
der produzierten Kohlensaure durch eine in den Kreislauf eingeschaltete 
Waschflasche mit Barytwasser geschah und durch tagliche Titration 
mittels Oxalsiure zu messen war. Als ,,Herz‘‘ der Apparatur diente 
eine vollstandig aus Glas angefertigte Zirkulationspumpe, deren Idee 
und Konstruktion dem Glaskiinstler Hanff! zu verdanken ist®. Die drei 
Teile des Systems, Behalter der Eier, Zirkulationspumpe und Wasch- 
flasche mit Barytwasser, waren miteinander verschmolzen oder durch 
Schliffe verbunden, so daB der Apparat, ganz aus Glas bestehend, 
zuverlassig dicht war. Er wurde in einen Wasserthermostaten gestellt, 
der bei 10,31°C auf etwa 1/19)° konstant gehalten war. Beziiglich 
weiterer Einzelheiten sei auf den Versuchsteil verwiesen. 

Als grundlegender Befund ist der Schilderung der Versuche voraus- 
zuschicken, daB durch die Messung des Sauerstoffverbrauchs wirklich 
die Oxydationsgeschwindigkeit erfaBt wurde und nicht, wie befiirchtet 
werden konnte, die Geschwindigkeit der Diffusion des Sauerstoffs 
durch die Eimembran. Das zeigen folgende zwei Beobachtungen: Der 
Sauerstoffverbrauch in der Zeiteinheit steigt bis zum Schliipfen der 
Fischchen auf mehr als das Hundertfache des anfanglich gemessenen 
Wertes an, wahrend keinerlei physikalische oder chemische Anderung der 
Membran zu bemerken ist. Dann plétzlich, nach etwa 30 Tagen, wird 
die Membran im Verlauf von wenigen Stunden durch die Wirkung 
eines proteolytischen Ferments* abgebaut und schlieBlich vom Fischchen 
abgestreift, ohne daB durch diese Verainderung der Gang der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit im mindesten beeinfluBt wird. Daraus ist zu 
schlieBen, daB die durch Membrandiffusion bedingte Anfuhr des Sauer- 
stoffs jederzeit den wahren Bedarf zu decken vermochte, also keines- 
falls der fiir die Reaktionsgeschwindigkeit maBgebende _,,langsamste 
Teilvorgang’ war. 

Im ganzen wurden (in drei Aggregaten) sechs MeBreihen durch- 
gefiihrt, fiinf mit befruchteten, eine mit unbefruchteten Eiern. Bei 


1 Firma Hanff u. Buest, Berlin. — * Da sich die Zirkulationspumpe 
auch fiir verschiedene andere Zwecke niitzlich erweisen kann (absolute 
Dichtheit; Widerstandsfihigkeit gegen beliebige Gase und Fliissigkeiten), 
wird im Versuchsteil (S. 431) eine ausfiihrliche Beschreibung gegeben. —- 
8 Jeanne Bourdain, C. r. soc. biol. 95, 1242, 1926 (Oktober—Dezember). 
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den fiinf Versuchen mit befruchteten Eiern zeigte sich die Starke der 
Atmung verschieden, entsprechend verschiedener Herkunft der Eier. 
Jedoch war das Charakteristische der Zunahme der Atmung in allen 
Fallen gleich. Es geniigt daher, wenn eine dieser Reihen ausfihrlich 
wiedergegeben und diskutiert wird. 


Sauerstoffverbrauch und Kohlensaéureabgabe von 100 Eiern 
pro Stunde bei 10,31°C in Mol. 10-5, 
(Die Daten, aus denen die Umsatzgeschwindigkeiten errechnet sind, finden 
sich auf 8.436 und 437 in extenso.) 





Entwick- O2-Verbrauch CQO ,-Abgabe Entwieck- | Oo-Verbrauch | CO2-Abgabe 
lungstag pro Std. pro Std. lungstag | pro Std. pro Std. 
1,5 0,095 0,012 29,5 1,18 0,81 
5 0,038 0,041 30,5 1,38 0,86 
9 0,10 0,09 31,5 1,54 1,04 
12,5 0,24 0,16 32,5 1,39 0,80 
15,5 0,38 0,25 33,5 1,87 1,19 
18 0,45 0,35 35 1,54 

20 0,64 0,37 35,5 1,85 

21,5 0,71 0,42 36,5 2,16 1,78 
23 0,73 0,47 38 1,78 
24,5 0,92 0,59 40 2,30 
26 0,88 0,54 40,5 3,08 

27,5 1,11 0,83 41,5 4,59 3,12 
28,5 1,09 0,68 42.5 3,96 3,14 





Im Anfang der Entwicklung ist der gemessene Sauerstoffverbrauch 
so gering, daB die durch Ablesungsungenauigkeit ( 0,2 eem) bedingte 
Unsicherheit erheblich ins Gewicht fallt (vgl. die abgelesenen Werte 
in der Tabelle auf S. 436). Die Errechnung des respiratorischen Koeffi- 
zienten fiir die ersten 14 Tage, die zeitlich zwar ein Viertel, an der 
ausgeatmeten Kohlenséiure gemessen jedoch nur etwa ein Hundertstel 
der gesamten Embryonalentwicklung ausmachen, ist daher vorlaufig 
nicht zulissig'. Vom 14. Tage ab bedingt die Ablesung (+ 0,2 ccm) 
nur noch eine Ungenauigkeit, die dem Betrag nach unterhalb — 3% 
der ermittelten Werte bleibt. Bei der Errechnung des Koeffizienten 
aus jedem einzelnen Wertepaare wirde jedoch auch diese Unsicherheit 
noch ein Schwanken verursachen, das den tatsachlichen Verhaltnissen 
nicht entspricht. Richtiger ist es daher, zur Bildung des Atmungs- 


1 Ungewohnliche Respirationskoeffizienten sind fiir Embryonal- 
entwicklung zwar mehrfach angegeben worden, z. B. der Wert 0,18 fiir 
Bombyx mori, erstes Entwicklungsstadium (Dante Ongaro, Arch. zool. ital. 
16, 1285, 1932). Diese Tatsache enthebt nicht von der Verpflichtung, jede 
neue ,,Uberraschung‘‘ mit ganz besonderer Skepsis zu betrachten. [Im 
obigen Falle wiirden sich Respirationskoeffizienten > 1 errechnen (CO,- 
Abspaltung ohne Oxydation)]. 
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koeffizienten mehrere aufeinanderfolgende Wertepaare zusammen- 
zufassen und das Mittel zu bilden. Fiir die erste Halfte des betrachteten 
Zeitraumes (d. i. vom 14. bis zum 30. Tage) ergibt sich so der Wert 0,65; 
fiir den zweiten Teil (30. bis 43. Tage) der Wert 0,72. 

Aus dem Koeffizienten 0,66 geht unmittelbar hervor, da8 am 
Sauerstoffverbrauch Oxydationsvorgiange beteiligt sind, die nicht bis zur 
Kohlensaure fiihren. .,Gew6hnliche** physiologische Verbrennung fiihrt 


in jedem Falle zu einem 
40, 
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Gesichtspunkt, gibt sich bei der logarithmischen Darstellung bekanntlich 
klar zu erkennen, ob eine Eaponentialfunktion vorliegt; denn fiir 
y = e* zeigt die logarithmische Darstellung eine gerade Linie. Dieser 
Tatbestand ist in beiden oben dargestellten Funktionen vom 15. bis 
zum 43. Tage gegeben; wenn man die bei der Messung unvermeidlichen 
Fehler in Betracht zieht, so besitzt die logarithmische Gerade mehr Wahr- 
scheinlichkeit als jede andere Kurve. Der Versuch z. B., die Funktionen 
als Hyperbeln zu deuten, liefert bei Anwendung der Ausgleichsrechnung 
zwar Kurven, die beim ersten Anblick bestechen kénnten, weil alle 
ermittelten Werte umfaBt werden, wahrend bei der Deutung als 
Exponentialfunktion vorléufig nur ein Teil beriicksichtigt werden 
kann; der Verlauf zwischen dem 15. und 45. Tage wiirde jedoch durch 
die Hyperbel erkennbar systematisch unrichtig wiedergegeben. 

Das gefallige Aussehen der ersten Werte in den beiden Abbildungen 
kénnte dazu verleiten, auch fir das Anfangsgebiet einen analytischen 
Ausdruck zu suchen. Angesichts der hier, wie erwahnt, durch die 
Fehlergrenzen bedingten Unsicherheit soll jedoch darauf vorlaufig 
verzichtet werden. Nur soviel laBt sich mit Sicherheit aussagen: Im 
ersten Entwicklungsstadium steigt die Geschwindigkeit der Atmung 
stirker an als proportional zur Zeit; der Logarithmus der Geschwindig- 
keit steigt gleichfalls an, jedoch schwacher als proportional zur Zeit; 
die prozentuale Zunahme der Atmung ist im Anfang am héchsten, wird 
kleiner und erhalt um den 15. Tag herum den fiir das spétere Stadium 
charakteristischen Wert. 

Wesentlich eingehender kann auf Grund der ermittelten Daten die 
Zeit nach dem 15. Entwicklungstage betrachtet werden. Hier gibt 
der logarithmische Verlauf iiber die Kinetik der beteiligten Verbrennungs- 
vorginge mehrere Aufschliisse. 

1. Bis zum Ende der angefiihrten Werte (43. Entwicklungstag) ist 
die Verbrennungsgeschwindigkeit anscheinend unabhangig von der 
Menge des noch vorhandenen, der Oxydation zu unterwerfenden Stoffes ; 
denn es ist mit fortschreitendem Dotterverbrauch keinerlei Nachlassen 
d (log v) 

dt 
geschwindigkeit). Dieser Befund ist deshalb nicht unverstandlich, weil 
auch am 43. Tage noch immer eine erhebliche Menge Reservematerial 
zur Verfiigung stand (nach Schaitzung etwa ein Drittel des Urspriing- 
lichen). Da8 die konstatierte Unabhangigkeit nicht unbegrenzt fort- 
dauern konnte, ist selbstverstandlich. Die Atmung wurde nach dem 
43. Tage bis zum vélligen Aufbruch des Dotters weiter untersucht. 
Ihre Zunahme hérte erwartungsgemaB auf, die Werte schwankten eine 
Zeitlang und fielen dann beim Verschwinden des Dottersackes (60. bis 
67. Tag) stark ab. In die vorliegenden Tabellen (S. 436, 437 und 426) und 


der Beschleunigung zu beobachten: = konst. (v = Atmungs- 
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Kurven (Abb. 1 und 2) sind diese Zahlen deshalb nicht aufgenommen, 
weil sie durch — noch zu untersuchende — sekundére Ursachen mit- 
bedingt und somit entstellt sind. Die Fischchen, bis dahin spring- 
lebendig, begannen namlich Mattigkeit zu zeigen. In flieBendem 
Brunnenwasser erholten sie sich in kurzer Zeit vollstandig, zuriick- 
gebracht in das abgekochte (sterile!) Wasser der Apparatur zeigten 
sie aber bald wieder Krankheitserscheinungen und starben schlieBb- 
lich zum Teil. 

Uber die Atmung bei Salmo fario, vom Ausschliipfen der Fischchen 
bis zum Aufbruch des Dottersacks, sagen Gray! und Wood?, sie sei bis zu 
einem gewissen Stadium genau proportional dem jeweiligen Gewicht der 
Embryonen. Dies bedeutet, da ja das Gewicht des Embryos auf Kosten 
des vorhandenen Dotters zunimmt, also gleichfalls Unabhangigkeit der 
Atmung von der Abnahme des Dotters. 

2. Die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs ist offenbar 
davon unabhangig, welches Endprodukt bei der Oxydation gebildet 
wird, d. h. ob die Oxydation nur ,,partiell®* ist oder bis zur Kohlenséure 
fiihrt: denn der auf die partielle Oxydation entfallende Sauerstoff- 
anteil sinkt von 16,9°%, wahrend des ersten Stadiums auf 7,9° im 
zweiten Teil der Entwicklung, und trotzdem steigt der Gesamtverbrauch 
die ganze Zeit hindurch gleichmaBig logarithmisch an. 

3. Die Geschwindigkeit der ,,Totalverbrennung des EiweiBes. 
gemessen durch die Kohlensdiureproduktion, steigt logarithmisch, und 
zwar steiler an als der Gesamtsauerstoffverbrauch. 

4. Fur die Geschwindigkeit der ,, Partialverbrennung‘‘? des EiweiBes 
— als Differenz zwischen dem Gesamt-O,-Verbrauch und dem O,-Ver- 
brauch fiir die CO,-Bildung — ergibt sich logarithmisches Abfallen. 
Die Zuverlassigkeit dieses formell nur scheinbar einwandfreien Schlusses 
darf jedoch vorlaufig nicht zu hoch veranschlagt werden. Wenn es 
sich herausstellen sollte, daB die in erster Anniherung zweifellos richtige 
Behauptung logarithmischen Anstiegs von Gesamtatmung und Kohlen- 
sdureproduktion nur um ein Geringes von der Wahrheit abweicht, so 
kann sich fiir den Abfall der Partialverbrennung als die Differenz der 
beiden Funktionen ein vollstdéndig anderes Bild ergeben. 

5. Der Befund iiber die Oxydationsgeschwindigkeiten ist zahlen- 
mafig durch die Formeln wiederzugeben 


’ 
d 0, — e4,616 + 0.0857 ¢. d CO, * e4,028 + 0.0922 t 
dt dt 
(! = Zeit in Tagen.) 
1 J.Gray, Brit. j. exp. biol. 4, 1926. — * A. H. Wood, J. exp. biol. 9, 
271, 1932. — * Der hierbei gebildete Stoff ist wahrscheinlich Kohlen- 


hydrat; in der demnachst erscheinenden Arbeit wird hieriiber berichtet. 
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Eine unmittelbare Anschauung der Verhaltnisse vermitteln die Formeln, 
wenn daraus der Zeitraum berechnet wird, der fiir Verdoppelung der 
Atmungsintensitat nétig ist (,,Doppelwertzeit‘'): Es sind 8,0 Tage 
fiir den Sauerstoffverbrauch und 7,4 Tage fiir die Kohlensaurepro- 
duktion. 

Fir den Versuch der Deutung der Resultate braucht kaum auf 
das Bestechende aufmerksam gemacht werden, das darin liegt, daB 
gerade die Exponentialfunktion in Anspruch genommen werden kann. 
Sie ist der Ausdruck der autokatalytischen Reaktion: ist der Ausdruck 
des organischen Wachstums, nach dem sich z. B. unter idealisierten 
Bedingungen eine Bakterienkultur vermehren wiirde. Die verlockende 
Perspektive, die sich fiir Erklarung der Oxydationszunahme wahrend 
der Entwicklung auftut, soll nicht iiber ein grundsatzliches Bedenken 
hinwegtaéuschen. Der logarithmische Anstieg der Geschwindigkeit 
kann, anstatt der Ausdruck eines zugrundeliegenden Prozesses zu sein, 
ein ,,zufalliges‘‘ Ergebnis bei der Uberlagerung oder Aufeinanderfolge 
ganz verschiedener, beliebig komplizierter Prozesse sein. Mit dieser 
Méglichkeit mu8 durchaus gerechnet werden. Aber die aufgezeigte 
Einfachheit der Funktion und besonders der Umstand, daB8 sie fiir 
einen Zeitraum von 30 Tagen die ermittelten Werte ganz gleichmdfig 
gut wiedergibt, erteilt der Annahme eines kontinuierlichen beschleuni- 
gungsbestimmenden Vorganges eine gewisse Wahrscheinlichkeit und 
damit zunachst eine Berechtigung als Arbeitshypothese. 

Fiir die Natur des Prozesses, der die Oxydationsbeschleunigung 
diktiert, sind nun verschiedene Moéglichkeiten gegeben, je nachdem, 
welcher Faktor fiir die Reaktionsgeschwindigkeit als maBgebend an- 
zusehen ist. Meines Erachtens sind in erster Linie drei Méglichkeiten 
diskutierbar: }. Die Umsatzgeschwindigkeit ist durch Oberflache oder 
Raum bedingt, die fiir den Reaktionsablauf zur Verfiigung stehen; 
2. sie ist durch Nachschub der Reagenten zum Reaktionsherd bestimmt ; 
oder 3. sie ist direkt durch chemische Daten bedingt. 

Wenn die erste Annahme zutrifft, so besagt der experimentelle 
Befund, daB vom 14. Tage der Entwicklung, d.i. der Tag, an dem sich 
fiir das bloBe Auge eben erst der Anfang morphologischer Differen- 
zierung zeigt!, bis weit iiber das Ausschliipfen des fertigen Fischchens 
hinaus die fiir die Verbrennung dienende Oberflache (oder der Raum) 
vollig gleichmaBig, stets der jeweils erreichten GréBe proportional, 
zunimmt. 

Zur Betrachtung der zweiten Méglichkeit sei daran erinnert, daB 
die Intensitat des Sauerstoffverbrauchs bei der Eientwicklung vom 


1 |,Augenpunktstadium“. 
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Partialdruck in weiten Grenzen unabhangig ist'; es kénnte also nicht 
die Sauerstoffzufuhr, sondern nur der Dotternachschub das fiir die 
Umsatzgeschwindigkeit MaBgebende sein. 

Dem Mechanimus der Vorgange naher zu kommen, falls eine der 
beiden eben genannten Méglichkeiten Realitat besitzen sollte, besteht 
wenig Aussicht. Jedenfalls béte der simple Befund logarithmischen 
Anstiegs fiir die Aufklirung eines derart komplizierten Vorganges 
keinerlei Handhabe. 

Hoffnungsvoller, weil experimentellen Methoden vielleicht zu- 
ganglich, sieht das Problem aus, wenn man die dritte Méglichkeit, die 
chemische Bedingtheit, ins Auge faBt: hier wiirde man die Steigerung 
der Oxydationsgeschwindigkeit durch eine logarithmisch (autokata- 
lytisch ?) sich steigernde Wirksamkeit oder Menge des Sauerstoff- 
vermittlers plausibel deuten kénnen. 

Gegenstand weiterer Versuche wird zunachst die Frage sein, ob 
man einen Vorgang oder mehrere Prozesse fiir das logarithmische An- 
wachsen der Atmung verantwortlich zu machen hat. 


Versuchsteil. 
I, Die Apparatur. 

Die Zirkulationspumpe beruht auf folgendem Prinzip: Ein Hohlkérper 
aus diinnem Glas, von der Form einer kreisrunden Scheibe mit gerundeten 
Kanten, ist durch ein an der Schmalseite befindliches Ansatzrohr an eine 
Wasserstrahlpumpe angeschlossen. Zwischen Hohlkérper und Pumpe ist 
ein Quecksilberunterbrecher eingeschaltet, der durch eine besondere Kon- 
struktion (s. unten) in selbsttatigem Rhythmus den Hohlkérper abwechselnd 
dem Vakuum der Pumpe und dem Druck der AuBenluft preisgibt. Hierbei 
wechselt der Hohlkérper infolge seiner Elastizitat das Volumen: beim 
Evakuieren driicken sich die Kreisflachen gleich Membranen ein und kehren 
beim Druckausgleich in ihre Normallage zuriick. Der beschriebene .,.Mem- 
brank6érper“ ist von einem zweiten Hohlkérper umschlossen. Der Zwischen- 
raum zwischen beiden ist die eigentliche Zirkulationskammer. Die Auben- 
wand dieser Kammer ist Glas von gewohnlicher Starke (1.5 mm), gibt also 
bei Druckanderung nicht nach. Der Raum selbst besitzt keine Kommuni- 
kation zum Vakuum oder zur AuGBenluft, sondern ist durch zwei mit Riick- 
schlagventilen versehene Pforten an ,,Vene** und ,,Arterie’’ des Kreislaufs 
angeschlossen. Der Arbeitsgang teilt sich in zwei Phasen: 1. Der Membran- 
k6érper wird evakuiert und zieht sich zusammen; hierdurch vergr6Bert sich 
das Volumen der Zirkulationskammer; der Druck des eingeschlossenen 
Gases fallt und zieht das fiir ,,Austritt’' konstruierte Ventil, die Arterien- 
klappe, zu, wahrend sich das Eintrittsventil, die Venenklappe, 6ffnet und 
Gas aus dem tibrigen Teil des Kreislaufes einstr6men laBt. 2. Der Membran- 
kérper wird durch den Unterbrecher von der Wirkung der Wasserstrahl- 
pumpe befreit und dehnt sich infolge seiner Elastizitaét wieder zu seiner 
normalen GréBe aus. Dabei verringert sich das Volumen der Zirkulations- 

1 Nach Befunden von Warburg (Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 4, 1908); 


L. Drastich (C. r. soe. biol. 97, 1755, 1927); W. R. Amberson (Biol. bull. 55, 
79, 1928) u.a. 
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kammer, der Druck des eingeschlossenen Gases steigt und preBt die Venen- 
klappe zu, wahrend sich das Austrittsventil aufdriickt und dieselbe Menge 
Gas in den Kreislauf entlaBt, die bei Erweiterung der Kammer (Phase 1) 


aus der Vene eingestr6mt war. 

Fiir die beschriebenen Versuche wurde eine Pumpe verwendet, 
die statt ees Membrankorpers zur Erhéhung der Leistung deren 
sechs enthielt (Abb. 3). Sie f6rderte in der Minute etwa 240 cem (pro 
Hub 8 cem)!. 

Der Unterbrecher (s. Abb. 4) ist bis zur bezeichneten Héhe (#1) mit 
Quecksilber gefiillt. Der Innenteil (J) hat daher zunachst keine Kommuni- 
kation mit der AuBenluft: Das Vakuwum wirkt (Phase 1). Infolge des Unter- 
druckes wird nun Quecksilber aus dem déuBeren Mantelraum (7) in den 
Innenraum (J) gedriickt ; das 
Niveau im Mantelraum (17) 
sinkt und gibt dabei die vor- 
her gesperrte Offnung der 
nach innen fiihrenden Luft- 
leitung (L) frei. Sobald das 
in der Luftleitung (L) be- 
findliche Quecksilber in den 
Innenraum (J) hineinge- 
saugt ist, besteht Verbin- 
dung nach auben: Das 
Vakuum wirkt nicht mehr 
(Phase 2). Durch den Druck- 
ausgleich fallt bzw. steigt 
das Quecksilber wieder auf 
seine urspriingliche Héhe(/Z); 
die Luftleitung (1) fiillt sich 
mit Quecksilber, das Vakuum 

kommt zur Geltung (Phase 1) 

{Die zur Wasserstrahlpumpe rer ie 
itt sini skaneaitaesemay fate und das Spiel hat von neuem 
Membrankérper sind der begonnen. Die gr6Bte Druckdifferenz zwischen 
Kinfachheit halber tiberein- dem Innern der Pumpe und der AuBenluft, und 
siabel aek Gt ace Ue damit die Hochst beanspruchung der Membran- 
technischen Griinden um je KOrper, ist ein fiir allemal durch Héhe und 
60° gegeneinander versetzt Reibungswiderstand der Luftleitung (1) gegeben, 
(s. Abb. 5).| die zu iiberwinden sind, ehe sich die Kommuni- 
kation nach AuBen herstellt. Plétzliche Uberbe- 
lastung der Membrankorper (z. B. durch ungleichmaBiges Arbeiten der 
Wasserstrahlpumpe) ist daher ausgeschlossen. Die H6échstbelastung der 
Membrank6rper entsprach im vorliegenden Falle dem Druck von 100 mm Hg. 

















Abb. 3. Abb. 4. 


Das Atmungsgefap ist im Prinzip eine einfache Gaswaschflasche. Ihre 
Form laBt sich auf der Abbildung der Gesamtapparatur (Abb. 5) erkennen. 
Der Boden ist eben, tiber dem Ablaufrohr siebartig durchléchert. Seitlich 
ist ein gew6hnlicher durch Hahn absperrbarer Tropftrichter fiir Wasser- 
einlaB angeschmolzen. Wasserwechsel war also ohne Offnen des Schliffes 


' Wie wir ausprobiert haben, steht nichts im Wege, die Membran- 
kérper erheblich gréBer zu blasen. Im Bedarfsfalle laBt sich eine derartige 
Zirkulationspumpe aus Glas also auch fiir noch gréBere Leistungen an- 
fertigen (500 ccm pro Minute und mehr). 
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(Erschiitterung!) durch Bedienung zweier Hahne erméglicht. Das ver- 
wendete GefaB bot mit einer Bodenflache von 75 qem fir 350 Forelleneier 
(Durchmesser des Kies ~ 4 mm) in einfacher Schicht bequem Platz. Wasser- 
inhalt etwa 250 cem. 

Das CO,-AbsorptionsgefaB (s. Abb. 5) bedarf kaum besonderer Er- 
lauterung. Zu bemerken ist nur, daB das Gaseinleitungsrohr in der 
Haube nicht eingeschmolzen, sondern durch einen Schliff abnehmbar ist. 
So konnte bei der Offnung des GefaBes zur Titration auch das Kin- 
leitungsrohr abgenommen und dadurch Verlust an Barytwasser vermieden 
werden. 

Die Gesamtapparatur (Abb. 5) war durch Klammern an einem schweren 
Stativ befestigt, das der Ubersichtlichkeit halber auf dem Bilde weg- 
gelassen ist. Hinzuzudenken ist ferner die Vakuumleitung, die vom seit- 
lichen AnschluB der Zirkulationspumpe tiber den Unterbrecher zur Wasser- 
strahIpumpe fiihrte. Das vom Kreislauf abzweigende lange Ansatzrohr 


ap 








Abb. 5. 


(auf dem Bilde oben rechts) ragte wahrend des Betriebes iiber den Rand 
des Thermostaten heraus (Kapillarrohr) und erlaubte durch einen Schliff 
an seinem Ende jederzeit das AnschlieBen eines Gasvolumeters. Das kurze 
Ansatzrohr, durch Dreiweghahn mit dem Kreislauf verbunden, war wahrend 
Betrieb und Ablesung stets abgesperrt; es diente lediglich im Anfang und 
nach jedem Offnen der Apparatur zur Durchspiilung und Fiillung mit 
Sauerstoff. 

Der Thermostat hatte — mit 10,31°C — eine Temperatur zu halten, 
die fiir gew6hnlich etwas unter der Temperatur des Raumes lag. Diese 
Aufgabe war durch kontinuierliche Zufuhr von kdlterem Wasser (7 bis 9°) 
geloést; Relais und Heizung brauchten also, ganz wie sonst, lediglich fiir 
entsprechende Aufwairmung zu sorgen. Das aus dem Uberlauf. standig 
abflieBende Wasser wurde zur Temperierung des Gasvolumeters (s. néichsten 
Abschnitt) benutzt. 
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II, Die Methode der Messung. 


Die Abnahme des Sauerstoffs. Bei Poginn der Versuchsreihe (und 
spiterhin beim SchlieBen des Kreissystems nach jeder Messung) wurde 
innen ein Druck eingestellt, der dem Barometerstand gleich war (z. B. 
766,6mm). Die Bestimmung der Menge des nach der betreffenden 
Atmungszeit noch vorhandenen Sauerstoffs konnte nun, da der Raum- 
inhalt des Apparates unbekannt war, nicht bei beliebigem, sondern 
gleichfalls nur bei dem anfanglichen Druck (766,6 mm) erfolgen. Dies 
wurde durch Verwendung eines Gasvolumeters nach Lunge! (MeBrohr, 
Reduktionsrohr und Niveaurohr) erméglicht. Das Volumeter war 
mittels wasserdurchstr6mter Mantelrohre (Zweigleitung aus dem 
Thermostaten) dauernd auf derselben Temperatur gehalten wie die 
Atmungsapparatur. Die Tension des Wasserdampfes kam bei den 
Ablesungen nicht ins Spiel, da es sich nur um Ermittlung der Volumen- 
differenz handelte; Anfangsvolumen und Endvolumen des Sauerstoffs 
besaBen wegen gleicher Temperatur und gleichem Druck denselben 
Wasserdampfgehalt und durften daher ohne weiteres voneinander 
abgezogen werden: die Differenz gab unmittelbar den Sauerstoff- 
verbrauch an. Die Unkorrektheit, da8 der Druck im Atmungsgefa8B 
nicht konstant war, sondern, dem Sauerstoffverbrauch entsprechend, 
jedesmal etwas sank, hat meines Erachtens keine erhebliche Bedeutung. 
Denn eine unmittelbare Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit 
durch Verschiedenheit der Sauerstoffkonzentration innerhalb der gege- 
benen Grenzen (Unterschied héchstens 4°.) ist so gut wie aus- 
geschlossen?. Und eine méttelbare Beeinflussung infolge Schadigung 
der Kier oder Fischchen durch den Wechsel des mechanischen Druckes 
ist gleichfalls unwahrscheinlich. Die Abnahme des Druckes, im Héchst- 
falle 30 mm Hg, bedeutet ja nicht mehr als fiir den Fisch im Freien 
Wechsel der Wassertiefe um 41 cm. 

Wahrend der Ablesung ruhte selbstverstandlich die Zirkulation. 
Dariiber hinaus muBte dafiir gesorgt werden, daB die Membrankérper 
der Pumpe bei der Ablesung das gleiche Volumen einschlossen, wie zu 
Beginn des Versuchs, als Gleichheit des Druckes innen und aufen 
gegeben war. Zu diesem Zwecke wurde bei jeder Messung durch An- 
schlieBen eines quecksilbergefiillten Niveauréhrenpaares (Dreiweghahn 
zwischen Membrankérper und Wasserstrahlpumpe) auch von auben 
der urspriingliche Druck auf die Membrankérper gelegt. Um 6rtliche 
Druckverschiedenheiten in der Apparatur selbst zu vermeiden (vor 
und hinter den Waschflaschen; vor und hinter den Riickschlagventilen 
der Zirkulationspumpe), waren alle in Betracht kommenden Stellen 


1 Beschrieben z. B. in Houben Weyl, Die Methoden der organischen 
Chemie, 2. Aufl., 1, 179, Leipzig 1921. — * Siehe FuBnote ! auf 8. 431. 
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durch ,,Briicken“ iiberfiihrt, die, wihrend des Betriebes durch Hahne 
geschlossen, zur Zeit der Ablesung geéffnet wurden. 


Die Kohlensdureproduktion. Zur Bestimmung der ausgeatmeten 
Kohlensiure muBte jedesy.al der gesamte Apparat — er hing an einem 
Tau, das iiber eine an der Decke des Raumes befindliche Rolle lief — 
aus dem Thermostaten herausgehoben werden. AbsorptionsgefiB 
nebst Einleitungsrohr wurden abgenommen und durch ein _ bereit- 
gehaltenes anderes GefaB bzw. Rohr ersetzt, so daB der Apparat sogleich 
wieder in den Thermostaten versenkt und Erwarmung der Eier ver- 
mieden werden konnte. Vorgelegt wurde jedesmal eine gemessene 
Menge (meist zwischen 15 und 25 ccm) Barytwasser bekannten Gehaltes 
(Konzentration 0,0809 normal). Der Vorrat der Barytlésung wurde 
unter Ausschlu8 von Kohlenséure aufbewahrt!; desgleichen geschah 
auch Einfiillung in das AbsorptionsgefiB, Entnahme zur Titration und 
Titration selbst unter sorgfaltigem Ausschlu8 der Kohlensiéiure der 
Luft. Die CO,-Bestimmung erfolgte in bekannter Weise mittels n/10 
Oxalsiure und Phenolphthalein als Indikator. Die im Wasser des 
AtmungsgefaiBes zuriickgehaltene Kohlensiure wurde — durch Titration 
eines aliquoten Teiles — gleichfalls jedesmal bestimmt und in Rech- 
nung gestellt. Die Menge war jedoch nur gering, sie betrug etwa 
3°, der Gesamtausatmung. 


III, Die Durchfiihrung des Versuchs. 


Die durch ,,Streifen‘’ gewonnenen Eier eines Weibchens wurden 
in das AtmungsgefaB gegeben und mit einer reichlichen Menge Sperma 
besamt. Nach einigen Minuten wurden die Eier mehrmals mit sterilem 
Brunnenwasser? gewaschen; 150 ccm Wasser verblieben schlieBlich 
im GefaiB. Versenkung der Apparatur in den Thermostaten, Durch- 
sptlung und Fiillung mit reinem Sauerstoff. SchlieBung der Hahne 
und Einschaltung des vorgelegten Barytwassers 2 Stunden nach der 
Besamung. Das Wasser des AtmungsgefiBes wurde an jedem Messungs- 
tag vollstindig abgelassen und nach mehrmaligem Spiilen der Eier 
durch neues ersetzt?. 


Die Entwicklung der Eier ging bei den durchgefiihrten Versuchen 
auBerordentlich giinstig vonstatten. Von 353 Eiern, mit denen die 
Apparatur in dem beschriebenen Versuch belegt worden war, erwiesen 
sich 346 (= 98°.) als befruchtet; und von den befruchteten ent- 

1 In einem sogenannten Titrationsapparat; beschrieben z. B. in 
Kiihling, Lehrb. d. MaBanalyse, Stuttgart 1904, 8.18. — * Das Wasser 
war unter Sauerstoff ausgekocht und abgekiihlt, um die Apparatur 
von Stickstoff frei zu halten, der bei der Volumenmessung hatte storen 
k6énnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 267. 29 
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wickelten sich 344 (= 994°) normal und blieben bis zum letzten 
Stadium der Dottersackperiode (Ende des Versuchsprotokolls) voll- 
zihlig am Leben'. Da die Atmung unbefruchteter Eier, verglichen 
mit der von befruchteten in fortgeschrittenem Entwicklungsstadium 
nach meinen Beobachtungen verschwindend gering ist, wurden die 
sieben unbefruchteten Eier in dem folgenden Versuchsprotokoll als 
fir die Atmung unmaBgeblich nicht mitgezihlt. Die erwahnten 
zwei kranken befruchteten Eier schieden am 31. Entwicklungstage 
aus. Es sei ausdriicklich bemerkt, daB die Zahl der — gemab 
Protokoll — in der Apparatur belassenen Eier nicht wegen Schlecht- 
werdens von 346 auf schlieBlich 100 erniedrigt wurde, sondern ledig- 
lich deswegen, weil das Sauerstoffbediirfnis im Laufe der Entwick- 
lung so sehr anstieg, daB es bei der Dimensionierung der Apparatur 
fiir die Gesamtzahl der Eier schlieBlich nicht mehr zu_befriedigen 
gewesen wire. Dem wurde durch die etappenweise Verringerung 
der Eizahl begegnet. 


Sauerstoffverbrauch. 





Dauer der durch die Ablesung Zahl der Zahl der Sauerstoffverbrauch 


erfaBbten Atmung Stunden — in cem bei 10,31°C 
Vom 27. IIL, 18439’ bis 30. ITI., 18535’ 72,1 346 0,3 cem (766,6 mm) 
» soa, S335, Dy. 11 1 84,0 346 20 .,. {800 « ) 
» wh. HS . 6.20. te 99,8 346 Si , Cate » ) 
» 6A. S665. , S01 66,5 346 12.9. (618 . ) 
» 20:3¥4 38-20. . 1.1¥. 16 00 69,5 346 Bist GPO») 
, 13.1V., 18 40 , 15. IV., 12 © 414 346 15,0 , (7608 , ) 
» S008N. 18 OS 2 EEN, “ao 41.5 346 21,2, (626 , ) 
, 17. 1V., 1115 , 18. 1V.,1900 | 318 346 “ie ee 
« SRT, ee Oo 6 20-47%. 10 10 36,7 346 BiG... Ciaee . ) 
» BIN. 18S 4 Blt, 16 OO 26.5 346 roo , tons 5 ) 
« oo. aN 260. 23 TY. 23 39,3 346 aol » (62, ) 
» Body dt 5 Se TV. 27.20 29,7 346 26.4 , (759.6 , ) 
» of 1Y., 19°OO . 2. IV. 160° 0 21.0 346 IS4 , (06 ,. ) 
_ Bot. 46S .  B6IV.;, i7- 22,7 346 eid, (CHSa: , ) 
» SAV, 16:00. 5 22709N..17-20 22,3 346 24,7 , (761,0 ) 
» 2O4N, 19S , 120 16,7 196 11,7 , (7588 ) 
» 28 IV.. 1500 , 29. IV., 14 20 23,3 196 Ie0 , tmoe » ) 
» oo lV., 16 25. , 80. IV., 10 26 18,0 196 15,0 5 -(iBAA: 5, ) 
» se Ma teke 6 'B. eye 21,8 196 186 , (7542 , ) 
, oS Vo ee oo ae ae 22,2 196 22,0 , (756,4 , ) 
gee Fo Tea ee 22,3 100 00°. rote S) 
= ode OR ERO! CB A a 29,8 100 52,2 , (500 , ) 
» BANOS 4 29%: IB ae 21,5 100 CU 5: Choe » ) 


1 Tn dieser Hinsicht sind die Forelleneier ein viel giinstigeres Objekt fiir die 
Untersuchung als z. B. Seeigeleier. Uber die Schwierigkeiten und unver- 
meidlichen Fehler beim Arbeiten mit Seeigeleiern vgl. O. Warburg, Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Physiol. 160, 324, 1915. 
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Kinetik der Oxydationsvorginge in befruchteten Eiern. 
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Untersuchungen iiber die beim Gefrieren 
von Lebensmitteln ausfrierenden Wassermengen’. 
Von 
R. Heiss. 
(Aus dem Kaltetechnischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 
(Eingegangen am 18. November 1933.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Uber die beim Gefrieren von Lebensmittelu ausfrierenden Wasser- 
mengen wurden schon eine Reihe von Versuchen angestellt?. Die Er- 
gebnisse verschiedener Arbeiten sind in Abb. 1 zusammengestellt. Man 
ersieht hieraus, daB die bisherigen Ergebnisse auSerordentlich viel- 

deutig sind. Schon im 




















x Kaltebedarf bei gleicher 
100' Pa hs . 
& Temperatur sind die 
Sy Unterschiede bedeutend. 
a) ry as . . 
> Noch gré8cr sind sie 

Ss ° . . 
Bai aber in denjenigen Tem- 
g peraturen, bei denen 
& 40 gleiche Wassermengen 
§ ausfrieren. Z. B. ist 
$ , » OQ) 0/ - 
S20 _ } a nach Plank 90% des 
Ss | Wassers bei — 19° aus- 
| gefroren, nach Moran 
0 -§ “10 5 “20 2B wo * ; 
Temperatur in schon bei — 8°. 
Abb. 1. Aus den bisherigen 
Zusammenstellung der bisherigen Forschungsergeb- Untersucl vaerget 
‘nisse iiber die yon Fleisch bei verschiedenen Gefrier- nversuchungsergeb- 
temperaturen ausgefrorenen Wasseranteile. nissen J4Bt sich also 


weder ein SchluB ziehen, 
wie die Kalteerzeugungsanlage beim Gefrieren von Fleisch zu_be- 
messen ist, noch die Riickbildungsfaihigkeit der Gefrierverander- 
ungen bei einer bestimmten Gefriertemperatur abschatzen, noch 


1 Die Arbeit wurde durch Herrn Prof. Dr.-Ing. R. Plank angeregt. — 
2 Moran, Proc. Roy. Soc. London (B) 107, 182, 1930; Foot u. Saxton, 
J. Amer. chem. Soc. 38, 558, 1916; J. D. Jones u. R. A. Gortner, J. Phys. 
Chem. 26, 387, 1932; R. Plank, Zeitschr. f. d. ges. Kalte-Industr. (B) 32, 
141, 1925; M. Rubner, Abhandl. d. PreuB. Akad. d. Wiss. Nr. 1, 1927; 
F. Thoenes, diese Zeitschr. 157, 174, 1925; J. L. St. John, J. Amer. chem. 
Soc. 53, 4014, 1931; J. Badilkes, Skoroportiastschiesja produkty i 
cholodilnoje delo, Moskau, 7, Nr. 9, 1929; B.C. Smith u. JT’. Moran, Proc. 
Roy. Soc. London (B) 106, 122, 1930. 
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angeben, in welchen Grenzen die gefrorene Ware bei Temperatur- 
schwankungen als Kaltespeicher dienen kann. Besondere Aufmerk- 
samkeit muBte bei der Untersuchung dem EinfluB der Gefriergeschwin- 
digkeit gewidmet werden, denn wenn der von Badilkes angegebene 
Unterschied im Kaltebedarf tatsichlich vorhanden wire, so kénnte 
diese Tatsache allein einen ungeheuren Anreiz zur Anwendung der 
Schnellgefrierverfahren bilden. AuBer fiir die Kaltetechnik schien es 
auch im Hinblick auf die physiologische Forschung wichtig, die be- 
stehende Vieldeutigkeit zu kliren, denn die genaue Kenntnis der Salz- 
konzentration bei verschiedenen Zustainden ist der Ausgangspunkt fiir 
die Klarung des Denaturierens der Proteine, der Verschiebung der 
pu-Konzentration usf. und damit fiir die gesamten Veranderungen des 
Protoplasmas beim Gefrieren. Die Problemstellung fiir weitere Unter- 
suchungen war damit folgende: 

a) Welche Wassermengen frieren bei verschiedenen Gefriertempe- 
raturen aus ¢ 

b) Wie groB ist der Kiltebedarf beim Gefrieren ? 

c) Besteht hinsichtlich dieser beiden GréBen zwischen schnellem 
und langsamem Gefrieren ein Unterschied ? 

d) Welche Schlisse lassen sich im Zusammenhang mit den anderen 
Ursachen der Gefrierverinderungen beziiglich der giimstigsten Gefrier- 
bedingungen ziehen ? 


Die Messungen wurden mit dem Muskel semitendinosus von Ochsen 
ausgefiihrt. Die Proben wurden unmittelbar im AnschluB an die Schlach- 
tung entnommen. Fleisch wurde deshalb gewah!t, weil es am Unter- 
suchungsort von den verschiedenen Lebensmitteln am einfachsten in 
gleichmaBiger Zusammensetzung beschafft werden konnte. Die Er- 
gebnisse lassen sich aber sinngemiB auch auf andere Lebensmittel 
ibertragen. 


Zunichst wurden Uberlegungen angestellt, welche ausfrierenden Wasser- 
mengen bei den verschiedenen Gefriertemperaturen theoretisch zu erwarten 
sind. Zu diesem Zwecke wurde die Gleichgewichtskurve zwischen Eis 
und Lésung (sogenannte Eiskurve) von verschiedenen wiisserigen Lésungen 
aufgezeichnet und nach der sogenannten ,,Hebelbeziehung* fiir jede Gefrier- 
temperatur die ausgefrorene Wassermenge fiir eine Lésung errechnet, 
welche mit dem Fleischsaft isotonisch ist. Die Lésung mit der Konzen- 
tration x, spalte sich bei der Temperatur ¢, in die der Eiskurve entsprechende 
konzentriertere Lésung f und reines Eis. Die Lésung teile sich in einen 
Hisanteil m und einen neuen Lésungsanteil (1—m). Es gilt nun die 
Bilanz 


F x 
ze, = (1—m)az,, alo m= (1 — *). 100 (in %). 
\ Ly 


In Abb. 2 sind die bei verschiedenen Temperaturen ausgefrorenen 
Wasseranteile von NaCl, KCl, MgCl, und CaCl,, welche mit der in Rind- 
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fleisch enthaltenen Salzlésung isotonisch sind, aufgetragen. Bei geringen 
Konzentrationen failen die Kurven zusammen, bei hGheren Konzentrationen 
ergeben sich Unterschiede. Zwischen diesen nicht erheblich voneinander 
abweichenden Kurven wird vermutlich die Kurve fiir die aus Fleisch aus- 
gefrorenen Wassermengen liegen. Man ersieht tibrigens aus Abb. 2, daB 
es irrtiimlich ist, den bei den jeweiligen Gefriertemperaturen nicht aus- 
gefrorenen Wasserrest als ,,gebundenes Wasser‘* zu bezeichnen. 
Bezitiglich der Lage 
des eutektischen Punktes 

















& 700 : ; : 
x —) von Fleisch laBt sich aus 
nn =o 
S CaClz den FErkenntnissen der 
§ 80 , 1 j 
& Phasenlehre ableiten, 
s daB die eutektische Tem- 
5 @ peratur der Lésung zweier 
S Salze immer tiefer als die 
— der Lésungen der beiden 
S : einzelnen Salze liegt, des- 
& 2H! halb ist fiir die ungefahre 
yy i ; 
> ! Lage des  eutektischen 
S 1-423? > . Ps 
glues J ! i Punktes eines Lésungs- 
“49° -5 -10 -15 -20 -25 -30 : ‘ee s 
Temperatur th © gemisches diejJenige Kom- 
Abb. 2 ponente maBgebend, 
ADD, 2 * @ 
; ; EN welche den tiefsten eutek- 
Die bei verschiedenen Gefriertemperaturen aus sack Punks } V 
isotonischen Liésungen von Chlornatrium, Chlor- tisc seta un xt rat. on 
kalium, Chlormagnesium und Chlorealcium aus- den im Fleisch enthal- 
gefrorenen Wassermengen. tenen Chloriden haben 
CaCl, und FeCl, eine 
eutektische Temperatur von 55°. Es muB also erwartet werden, dab 
der eutektische Punkt von Fleisch unter — 55° liegt. Da aber der Anteil 


von CaCl, und FeCl, aller Wahrscheinlichkeit nach sehr gering ist, mu 
man weiterhin annehmen, da®B sich beim eutektischen Punkt nur noch ein 
sehr kleiner Anteil der Lésung in die beiden Kristallarten spaltet. 


Thermostat. 

Zur Wlairung der Uneinstimmigkeiten muBten sowohl die dilatometri- 
schen wie auch die kalorimetrischen Untersuchungen nachgepriift werden. 
Fiir beide Me®verfahren wurde ein Thermostat entwickelt, welcher die 
Temperatur auf etwa !/;)°C konstant hielt und zwischen + 0 und — 30° 
regelbar war. 

Dilatometrische Versuche. 

Die Untersuchung erfolgte zuerst nach der von Moran angegebenen 
Versuchsmethodik. Weiterhin wurde eine Apparatur nach Art eines 
Gasthermometers entwicke]t, durch welche sich die tatsichlichen Ver- 
haltnisse heim langsamen Gefrieren noch strenger erfassen lassen und 
ein Gefrieren in Luft erméglicht wurde. 

Der vermutliche Bau des von Moran verwendeten Dilatometers, von 
dem leider keine Zeichnung veréffentlicht wurde, ist neben einer auf- 


' Tammann, Lehrbuch der heterogenen Gleichgewichte. 5S. 240. Braun- 
schweig 1924. 
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genommenen Volumen-Temperaturkurve in Abb. 3 dargestellt. Mit fallender 
Temperatur sinkt wie bei einem Thermometer der Stand in der Kapillare 
entsprechend dem kubischen Ausdehnungskoeffizienten. Beim Gefrier- 
beginn tritt eine starke Volumenausdehnung des Fleisches ein. Die Dit- 
ferenz aus den bei der Gefriertemperatur abgelesenen Werten und den 
auf diese Temperatur extrapolierten Anfangswerten vor dem Gefrieren 
erzgibt nach Moran die wirkliche Volumenausdehnung. Setzt man _ sie 
in Verhaltnis zu der Volumen- 
ausdehnung, welche eintreten 
wiirde, wenn alles Wasser aus- 
friert, so ergibt sich der An- 
teil der ausgefrorenen Wasser- 
menge. Die Volumenausdeh- 
nung beim Gefrieren von Gy 
g Wasser ist 


| (Up, — Uy) Gy 











wenn vy, das spezifische 
Volumen von Wasser und 
vp, das spezifische Volumen 





von Eis bei der Gefriertem- Abb. 3. 

peratur ¢, bedeuten. Die Fliissigkeitsdilatometer und Volumen- 
tatsachlich gemessene  Vo- temperaturkurve. 
lumenausdehnung ist ge- 

maiB Abb. 3 Ah.f, wobei Ah den Ausschlag in der Kapillare und / 
die Flache des Fliissigkeitsquerschnitts bedeuten. 

Gegentiber den Versuchen von Moran wurde sowohl die Fleischprobe 
relativ zum GefaBinhalt wie auch die absolute Fleischmenge gréBer ge- 
nommen. Auf diese Weise konnte die Kapillare etwas weiter, namlich 
0.6em, gewahlt werden, wodurch die Adhasionserscheinungen verringert 
wurden. Durch die gréBere Fleischmenge werden Fehler infolge Inhomogeni- 
taten des Materials verringert. Verwendet wurde eine Prazisionskapillare 
der Jenaer Glaswerke mit + 0,01 mm Abweichung, welche mit Queck- 
silber bei + 15° nachgeeicht wurde. Das Fleischstiick wurde in einer diinnen, 
weitgewickelten Kupferspirale, welche in dem SchliffgefaB geniigend Spiel 
hatte. befestigt. Das Gefa8 wurde in dem Versuchsraum des Thermo- 
staten auf die gewiinschte Temperatur gebracht. 

Moran scheint nun den ausgefrorenen Wasseranteil ™ aus der Beziehung 
errechnet zu haben: f. Ah 

m —-- 100. (1) 

(Up, — Uw, )- Gy 
An Korrekturen waren einzufiihren, da der herausragende Faden 
in der Kapillare nicht die Temperatur des VersuchsgefaBes annimmt. 
AuBerdem ist zu bedenken, da®B die Bedingungsgleichung (1) nur dann 


erfiillt ist, wenn Mh. f = Gx, (vp, vy) ist, denn nur in diesem Falle wird 
Gr 

m= -.100 gleich dem Verhaltnis der ausgefrorenen zur gesamten 
my 

Wassermenge. Ah. /f ist aber nur dann Gr, (VE, vy). wenn bei der 


a 
linearen Extrapolation das spezifische Volumen von unterkiihlterm Wasser 
richtig erhalten wiirde. Dies ist aber wegen der Anomalie des Wassers 
nicht méglich. Auf Grund einer einfachen Rechnung ergibt sich, da®B eine 
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lineare Extrapolation dann angewandt werden darf, wenn man das sich 
dabei ergebende Ah nach Abb. 3 um den Betrag Gy (vy, vw’,) korrigiert. 
Dabei ist vy, das tatsachliche spezifische Volumen nach dem Gefrieren, 
vy, das spezifische Volumen bei derselben Temperatur bei linearer Extra- 
polation. 

Die Werte fiir das spezifische Volumen von unterkiihltem Wasser 
wurden aus Ergebnissen von Pierre, Weidner, Rosetti und Mohler inter- 


poliert'. Leider gehen die Versuche der ersten Forscher nur bis — 10°, 
die von Mohler nur bis — 13°. Die bekannten Werte lassen sich sehr genau 
durch die Reihe 

vy = 1,00006 + 10-49 + 10-5 (2) 
darstellen. Diese Gleichung wurde zur Extrapolation von wy auf 
Temperaturen bis ¢ = a — 30° angewandt. 


Fiir das spezifische Volumen von Eis bei den verschiedenen Gefrier- 
temperaturen wurden die Werte von S. Erk und M. Jakob? verwendet. 
Zunachst wurden 
Eichversuche mit Wasser 
ausgefiihrt, d. h. es wurde das VersuchsgefiB, in welchem eine kleine Fis- 
zelle eingebaut war, in die Thermostatenfliissigkeit eingebracht und der 


Stand an der Kapillare abgelesen. Dabei ergab sich bei + 0° ein vg von 
1,0953 cem/g, wahrend sich nach Messungen von Parfianowitsch® ein 
Vp = 1,090037 ergeben miiBte. Der MeBfehler betrug also 5,75 °,. Anderer- 


seits betrug aber die prozentuale Genauigkeit der Messung gema einer 
Fehlerberechnung 0,84°,. und zwar fiir den ungiinstigsten Fall, wenn alle 
Teilfehler das Resultat in derselben Richtung beeinflussen. 


Versuchsergebnisse mit Fleisch. 


Tabelle [. 





Snast oe Theoretische 
anos eens a Ausgefrorene Wassermenge m 
Tempe- Volumen-) yolumen Volumen  , ZUnahme — in °%o 
ratur Zunahme des Kises des Wassers (Up, —Up,) 
Ah.f ; ; 1 1 
VEY UW, Gy 
(1) (2) (3) (4) 
0C ecm gicem gicem eem 

— 21 4,931 | 1,08969 | 1,000 31 7,8957 62,50 59,64 62,45 59,64 
— 2,5 || 5,549 8969 | 1,000 36 7,895 70,30 67,10 70,80 67,10 
— 3'63/ 6.0146 8925 1.00051 7,839 76.73 73.29 76,70! 73,25 
— 40 || 6122 89 20 | 1,000 59 7,8277 78,35 74,80 78,00 74,50 
— 6,2 || 6,723 89.96 | 1,000 98 7,781 86,40 82,53) 85,50 81,60 
— 8,05) 6,971 8879 1,001 40 7,8312 89,20 85,10 87,70 83,65 
— 9,22) 7,075 8860 | 1,001 72 7,748 92,18, 87,96 90,40 86,30 
— 11,17 || 7,276 88 30 | 1,002 40 7,588 95,89 91,50) 92,90 88,70 
—15,8 | 7,465 8763 | 1,004 15 7,378 | 101,40 96,70 95,45 91,10 
— 16,3 | 7,49 8756 | 1,004 35 7,360 101,80 98,20) 95,60 91,20 
— 20,45 | 7,603 86 95 | 1,006 26 7,140 106,50 101,89 97,10 92,60 
— 28,8 || 7,9075 8577 | 1,011 23 6,595 119,90 114,40 99,80 95,30 
— 29,3 || 7,927 8570 | 1,011 78 6,530 121,39 114,99 100,30 95,80 


1 Landolt-Bérnstein, Bd. 1, 8.73. Berlin 1923. — ? S. Erk u. M.Jakob, 
Zeitschr. f. d. ges. Kalte-Industr. 85, 125, 1928. — * Parfianowitsch, Zeitschr. 
f. Phys. 56, 444, 1929. 
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Die Spalten 6 und 7 in Tabelle T wurden entsprechend den engli- 
schen Versuchen und ohne Beriicksichtigung der Anomalie des Wassers 
bei der Extrapolation und ohne Fadenkorrektur berechnet. Bei der 
Berechnung von Spalte 6 wurde das in Reihe 3 angegebene spezifische 
Volumen von Eis gemiB den Messungen von Parfianowitsch zugrunde 
gelegt; in Spalte 7 das spezifische Volumen, welches sich als Mittel- 
wert aus eigenen Messungen mit Wasser ergab. In beiden Fallen zeigt 
sich, daB die Kurve iiber 100°, geht, was natiirlich unméglich ist. Zur 
Sicherheit wurde eine Priifung der MeBfehler angestellt, welche bei 
— 15,8° einen maximalen Fehler von 1,27 °% ergab. Bei héheren Tempe- 
raturen, insbesondere in der Nihe des Gefrierbeginns von Fleisch, sind 
die MeBfehler etwas gréBer, weil dort den geringsten Temperatur- 
schwankungen schon erhebliche Anderungen in den ausgefrorenen 
Wassermengen entsprechen, bei niedrigeren Temperaturen sind sie etwas 
geringer. Die MeBfehler kénnten also den véllig anders gearteten Ver- 
lauf der Kurven nicht erkliren. Es blieb nur noch die Méglichkeit 
brig, daB die englischen Untersuchungen einen weiteren systematischen 
Fehler enthielten, und die Nachpriifung der Werte von Moran ergab 
auch, daB das spezifische Volumen von unterkiihltem Wasser unter 
— 10° durch eine lineare Extrapolation der Werte von — 0° und —- 10° 
erreicht wurde, wahrend sich aus Gleichung (2) erschen laBt, daB die 
Abhiangigkeit des spezifischen Volumens von unterkiihltem Wasser 
nach einer Potenzreihe entwickelt werden muB. Rechnet man die 
englischen Werte bei — 26° mit der Gleichung (2), so ergibt sich als 
ausgefrorener Wasseranteil an Stelle von 98,2°%, ein Wert von 102,0°%, 
(vgl. gestrichelte Linie in Abb. 1). Auch bei den englischen Versuchen 
wirde also die Kurve bei Temperaturen unter — 20° weit tiber 100% 
steigen und angeudhert den Werten von Spalte 7 entsprechen. 

In Spalte 8 und 9 wurden Fadenkorrektur und Anomalie des 
Wassers beriicksichtigt, und zwar wurde Spalte 8 wiederum auf Grund 
der v,-Werte der Literatur und Spalte 9 auf Grund der eigenen v,-Werte 
berechnet. Wahrend in Spalte 8 noch Werte iiber 100°, vorkommen, 
zeigen die Werte von Spalte 9 einen méglichen Verlauf. Ein Schnell- 
gefrierversuch ergab bei — 9,79° ein mq, von 89.5%, und ein my) von 
85,5°%. Diese Werte liegen etwas tiefer als von Spalte (6) und (7). 
Beim Gefrieren im Luftdilatometer ergaben sich entsprechende Werte 
wie im Paraffinédldilatometer. 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die Fehler des dilatometrischen Verfahrens lassen sich weitgehend 
korrigieren; nimmt man an, da8 die vorgenummene Extrapolation der 
vy--Kurve bei — 30° einen Fehler von 20°, enthalt, so wiirde durch 
diesen Fehler und die Ablesungsfehler das Ergebnis bei — 30° um 
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maximal — 2,5%, bei — 15° um +- 1,6°% falsch sein kénnen. Diese 
Betrage waren noch gerade tragbar. 

Die ausschlaggebende Unsicherheit besteht aber darin, daB man 
nicht. weiB, wieviel Luft und Kohlendioxyd gelést sind und wie weit 
diese Gase zur VolumenvergréBerung beim Gefrieren beitragen. Nimmt 
man beim Vorversuch mit Wasser an, daB nach dem Entliften z. B. 
noch !/,) desjenigen Luftvolumens im Wasser gelést war, welches dem 
Bunsenschen Absorptionskoeffizienten entspricht, also bei —- 0° 
0,00294 Liter Luft! je Liter Wasser und dieses beim Gefrieren nicht 
gelést bleibt, so wiirde die beobachtete Volumenausdehnung (vp, —vy,) 
nicht 0,08999 cem/yz, sondern 0,09293 cem/g sein. Es wiirde also ein 
Kehler entstehen, welcher die Unstimmigkeit beim Versuch mit Wasser 
kliren kénnte. Wahrend aber eine ausreichende Entliiftung von Wasser 
keine erheblichen Schwierigkeiten bereitet, wiire diese bei Fleisch nur 
dann zu erreichen, wenn nur die auBerste Oberflachenschicht lufthaltig 
ware, was recht unwahrscheinlich ist. Die Berechnung der Spalten 7 
und 9 wurde auf der Méglichkeit aufgebaut, daB beim gleichlangen 
Entliiften von Wasser und Fleisch dieselben Luftmengen zuriickbleiben, 
beim Gefrieren der Wasseranteil also die gleiche VolumenvergréBerung 
hervorruft. Uber die Genauigkeit dieser Annahme lat sich nichts 
aussagen. Auf planmaBige Untersuchungen tiber den Einflu8 des Luft- 
gehalts von Eis auf dessen spezifisches Volumen und tiber den Gas- 
gehalt von Fleisch wurde verzichtet, weil insbesondere die letzte Unter- 
suchung recht umstandlich wire und eine Messung mit einem derartig 
hohen Prozentsatz von Korrekturen doch nicht mehr als Prazisions- 
messung angesprochen werden kann. 


Kalorimetrische Untersuchungen. 

Aus den bisherigen Untersuchungen wurde nur die Erkenntnis ge- 
wonnen, da die Werte von Moran zu hoch sein miissen. Bei der weiteren 
Verfolgung des Problems wurde der Grundsatz angewandt, zur Er- 
fassung systematischer Fehler die zu bestimmende Gré8e auch nach 
einer anderen Methode zu messen. Als solche diente eine kalorimetrische 
Untersuchung. Gleichzeitig sollten hierbei die Ergebnisse von R. Plank 
nachgepriift und untersucht werden, ob zwischen schnellem und Jang- 
samem Gefrieren der von Badilkes vermutete Unterschied besteht. 

Im Kalorimeter wird die Warmemenge Q zu- bzw. abgefiihrt. 


Q W.At (in keal) 


bzw. 


Y W. At /. keal \ : 
M Ee 3) 
G G \i™ ke Fleisch! ‘ 


1 Vogl. Landolt- Bornstein, Bd. 1, 8S. 766. Berlin 1928. 
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wenn W den Wasserwert des Kalorimeters, A¢ die Temperaturanderung 
und G das Gewicht des Fleisches in Wilogramm. ist. 

Als Kalorimeter diente ein GefaifS aus diinnem Kupferblech, welches 
ein Thermometer, eine Heizdrahtwicklung und ein Riihrwerk enthielt 
(Abb. 4). Als Kalorimeterfliissigkeit diente Wasser. Das Thermometer 
hatte einen MeBbereich von 2,5° und eine MeSgenauigkeit von 0,005°. 
Das KalorimetergefaB war auf Korkschneiden in einem Schutzzyvlinder 
gelagert, der sich in dem genau definierten Thermostatenbad befand. Zur 
Verringerung der durch Strahlung tibergehenden Wiairmemenge, welche bei 
freier StrOmung gegeniiber der durch Warmeleitung iibergehenden Warme- 
menge stark ins Gewicht fallt. wurde das Kalorimeter auBen und der Schutz- 
zylinder innen verchromt und auf Hochglanz 
poliert. Um eine méglichst geringe Warme- 
verlustkorrektur zu erreichen, wurde Héhe 
und Durchmesser des Zylinders — gleich 
gewahlt, auBerdem die Temperatur des 
Bades so genommen, da{} sie in der Nahe der 


Rew 


Nachperiode lag, weil diese wesentlich linger 
als die Vorperiode ist. Besondere Schwierig- 
keiten verursachte die Erreichung kurzer (" 
Versuchszeiten. Aus dem Wasserwert des 
Kalorimeters, der Temperaturanderung und 
der zu erwartenden Warmeténung ergab 
sich ein Fleischgewicht von etwa 20g. Diese 
Menge ist bei kleineren Durchmessern der 
Probe als 25mm _ schlecht unterzubringen, 








andererseits wird bei diesem Durchmesser 
die Versuchszeit und damit die Warme- 
verlustkorrektur schon betrachtlich. Es 
wurde schlieBlich der Ausweg  gewihlt, 
zerhacktes Fleisch in einem Einsatzzylinder 
aus diinnem Feinsilberblech mit einem 
Lamellenabstand von 5mm einzubringen. Abb. 4 

Bei diesen Dicken ist der Einflu®8 der Ansfiihrung des Kalorimeters. 
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Warmeiibergangszahl auf die Versuchszeit 

von ausschlaggebender Bedeutung, weswegen ein Einsatzzylinder in das 
Kalorimeter eingebaut wurde, wodurch eine hohe StrOmungsgeschwindigkeit 
lings der Mantelfliche des Fleischzylinders erreichbar war. Auf diese 
Weise gelang es, recht kurze Versuchszeiten zu erreichen. 

Das Kalorimeter wurde im wesentlichen als Auftaukalorimeter ver- 
wendet, weil es nur auf diese Weise méglich war, Vergleichsversuche zwischen 
langsamem und schnellem Gefrieren anzustellen. Der Versuch wurde 
jeweils so ausgefiihrt, daB die Fleischproben in einer Autofrigor-Kalte- 
maschine, die gleichzeitig zur Vorregelung des Thermostaten diente, bei 
der erwiinschten Temperatur gefroren wurden. Zu diesem Zwecke wurden 
sie in zwei impermeable Gummihaute eingebracht und in diesen gefroren. 
Die zum Gefrieren notwendige Zeit wurde in erster Annaherung nach der 
von FR. Plank! angegebenen Beziehung fiir den Vollzylinder berechnet. 
Zur Sicherheit verblieben die Proben ein Mehrtaches dieser Zeit in der 


1 R. Plank, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 17, 221, 1916; auch J. Kupri- 
anoff, Zeitschr. f. d. ges. Kalte-Industr. 39, 213, 1932. 
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tiefen Temperatur. Die Zeit, welche tatsaichlich notwendig war, um den 
Inhalt des Silberzylinders bis auf 0,1° der Temperatur des Gefriermittels 
zu nihern, wurde mittels Thermoelementen bei verschiedenen Bedingungen 
nachgemessen. Nach dem Gefrieren wurden die Gummihiilen abgestreift 
und die an der inneren Hiille haftengebliebene Wassermenge zuriick- 
gewogen. Diese Manipulation dauerte héchstens 30 Sekunden. Zum 
Nachfrieren der in dieser Zeit aufgetauten Fleischmenge muBte, wie 
Messungen mit Thermoelementen ergaben, die Probe entsprechend dem 
exponentialen Charakter abklingender Temperaturgiinge rund 1 Stunde 
in Luft nachgefroren werden. Zu diesem Zwecke wurde sie in eine 
enge zylindrische R6éhre eingebracht, welche in das Gefrierbad bis 
zu der mit einem Gummistopfen verschlieBbaren Offnung eingetaucht 
war. Zum Einbringen der Probe von dieser Réhre in das Kalorimeter 
waren 5 Sekunden notig. 

Der Wasserwert des Gefi®es wurde durch Auswiegen der Einzel- 
bestandteile bestimmt, auBerdem dieses Ergebnis durch Aufheizen vor dem 
eigentlichen Hauptversuch nachgepriift. 

Der sich dabei ergebende Wert war bei allen Versuchen bei konstanter 
Raumtemperatur um rund 21 geal/°C gréBer als der durch Wagung be- 
stimmte. Diese Korrektur ist dadurch begriindet, daB eine geringe Warme- 
zufuhr durch die Riihrwerkstange und die Heizdrahtzufiihrung stattfindet, 
welche rechnerisch nicht erfaBbar ist. 

Die Warmeverlustkorrektur wahrend des eigentlichen Versuchs wurde 
durch die fiir den Auftauversuch abgeianderte Korrektionsformel von 
Regnault-Pfaundler! bestimmt. 

Die Warmeténung wurde fiir Fleisch von 76°, Wassergehalt, welches 
auf — 0,8° vorgekiihlt wurde, berechnet. Es ist also nicht g aus Gleichung (3) 
maBgebend, sondern: 


5 0,76 ' 
¢=(@-w) (4) 
wenn w der gemessene Wassergehalt und g, die Warmemenge ist, welche 
notig ist, um Fleisch von der Temperatur des Gefrierbeginns auf die Kalori- 
meterendtemperatur zu bringen. 


Mefergebnisse 

In Abb. 5 sind die Versuchsergebnisse aufgezeichnet. Bei den 
Kontrollversuchen mit Wasser wurden fiir dessen Erstarrungswairme ge- 
miB der Zusammenstellung von A. W. Smith? ry = 79,80 keal,;0/kg als 
wahrscheinlichster Wert angenommen. Zum Auftauen von |] kg Eis 
von der Temperatur @ = — ?® ist die Warmemenge 1, = ry + ¢p,,.%. 
wobei c, den neuesten Messungen von Barnes und Maass* entnommen 
wurde. Im unteren Teil des Diagramms sind die Versuchswerte an- 
gegeben, welche sich sowohl durch schnelles Gefrieren von Fleisch in 
Sole wie durch langsames Gefrieren in Luft ergaben. Es ist ersichtlich, 


1 Vgl. P. White, The modern Calorimeter, New York 1928; A. Lucken, 
Handb. d. Experimentalphys. VIII, 1. Teil, Leipzig 1930. — ? A. W. 
Smith, J. Opt. Soe. Amer. 10, 711, 1925. — * Landolt-Bérnstein, Er- 
ginzungsbd. II B. 8.1176. Berlin 1931. 
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daB im Gleichgewichtszustand zwischen schnellem und langsamem Ge- 
frieren kein Unterschied im Kialtebedarf ist, lediglich die zeitliche Ver- 
teilung ist etwas anders. Die E:gebnisse von Badilkes lassen sich nur 
so erklaren, daB er aus rein praktischen Erwagungen augenscheinlich 
nur so lange gefroren hat, damit die Kinrichtungen zum Schnellgefrieren, 
welche einen prozentual viel teuereren Bestandteil der Gesamtanlage aus- 
machen als die Lagerraume, in welchen auBerdem die Stapelung von 
Kiuhlgtitern viel dichter erfolgen kann, wirtschaftlich ausgenutzt werden. 
Der zum _ vollstandigen 
Durchfrieren notwendige 700 
Kaltebedarf laiBt sich, ab- 
hingig von der Gefriertem- 
peratur, durch die empirische 
Gleichung 
q = 36,0. (3% — 0,8)19 
(in keal kg Fleisch v. 76% 
Wassergeh.) (5) 
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sehr genau darstellen. Die 
yon R. Plank angegebene 
Kurve verlauft steiler, und 
zwar tiber — 23° unterhalb, 
unter — 23° oberhalb der 
eigenen Kurve. 
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der Bilanz der kalorimetrisch 
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bestimmten Warmetonung 

und der theoretisch fir das Abkiihlen der Trockenmasse, die Unter- 
kiihlung der Lésung und zum Erstarren abzufiihrenden Warmemenge 
errechnet. Die sich hierbei ergebenden ausgefrorenen Wasseranteile 
sind in Abb. 6 (Kurve a) und Tabelle IT eingetragen. 


Tabelle II. 











ia 8 W Se NW a Ww 
Ol” 0, Ol, 
2,5 63,5 12,5 86,0 25 90,4 
5 75,6 15 87,5 30 91,0 
7,5 80.5 17,5 88,5 32,5 91,3 
10 83,7 20 89,4 
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Die Fehlerberechnung ergibt bei — 10° einen maximalen Fehle: 
von 1,8°%, bei -- 30° einen Fehler von 2,9%, und zwar wird der Haupt- 
teil des Fehlers durch Unsicherheiten bei der kalorimetrischen Messung 
verursacht, wahrend die Unsicherheiten bei der Annahme der spezi- 
fischen Warmen, bei der Bestimmung des Wassergehaltes usf. von unter 
geordnetem EinfluB sind. Der wahrscheinliche Fehler ist etwa 1,2 
bzw. 2,0%. 








Eine Nachpriifung des Einflusses der Verdiinnungswarme auf den 
Verlauf der Kurve ergibt, daB die sogenannte integrale Verdiinnungs- 
wairme sowohl fiir eine NaCl- wie auch fir eine CaC},-Lésung in det 
GréBenordnung von 0,1 bis 0,2 keal/kg Fleisch fiir das gesamte Interval! 
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Abb. 6. 
Zusammenstellung der Versuchsergebnisse. 
Kurve a: ausgefrorener Wasseranteil auf Grund der kalorimetrischen Messungen. 
Kurve b: ausgefrorener Wasseranteil auf Grund der dilatometrischen Messungen. 
Kurve c: Gleichgewichtskurve fiir eine isotonische CaCl)-Lésung. 


ist, also nicht beriicksichtigt zu werden braucht. Nach der Fehler- 
berechnung wire es bei einer Addition aller Fehler méglich, daB dic 
ausgefrorene Wassermenge bei —- 33° nicht 91,3°% sondern 94,2 % 
betragt. Eine Verringerung des Fehlers unter den wahrscheinlichen 
Wert von 2% ist bei dieser indirekten Methode mit erheblichen Schwie- 
rigkeiten verbunden. Im Gefrierkalorimeter kéunte man wohl die der 
kalorimetrischen Messung anhaftenden Unsicherheiten etwas verringern. 
Um aber einen bedeutend geringeren Gesamtfehler zu erreichen, raiBten 
alle zur Berechnung der ausgefrorenen Wassermengen erforderlichen 
GréBen noch wesentlich besser bekannt sein, was fiir diese eigene Unter- 
suchungen notwendig macht. Ob selbst dann der Gesamtfehler wesent- 
lich vermindert werden kénnte, ist immer noch fraglich, denn eine gewisse 
Streuung wird wohl wegen der biologischen Verschiedenheiten der von 
verschiedenen Tieren stammenden Probestiicke immer bestehen bleiben. 
In Abb. 6 sind in Kurve (6) die allerdings mit unsicheren Voraussetzungen 
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errechneten Werte der dilatometrischen Untersuchungen (Tabelle I, 
Spalte 9) dargestellt, auBerdem die Kurve fiir eine isotonische CaCl,- 
Lésung aus Abb. 2 (Kurve c). Abb. 2 bezieht sich auf eine Lésung, 
welche bei — 0,8° zu gefrieren beginnt. Tatsaichlich wurden bei einzelnen 
Proben auch noch Gefrierpunkte bis — 0,92° festgestellt. Fiir — 0,9° 
wirde Kurve c bei — 5° um 3%, bei — 30° um 1%, tiefer liegen. Es 
ergibt sich also eine recht zufriedenstellende Chereinstimmung der aus 
véllig verschiedenen Methoden stammenden \ erte (vgl. hierzu Abb. 1), 
es bestehen auch keine wesentlichen Widerspriiche mehr zwischen den 
Ergebnissen de: kalorimetrischen und der dilatometrischen Versuche. 


Die Lage des eutektischen Punktes. 

Die Lage des eutcktischen Punktes wurde aus dem Temperatur- 
Zeitdiagramm bestimmt. Wird der exponentiale Verlauf dieser Kurve 
durch ein flacher verlaufendes Intervall unterbruchen, so gibt dies an, 
daB sich dem abklingenden Temperaturvorgang eine latente Warme 
iiberlagert. Ist diese Warmeténung im Verhiltnis zu der in der Zeit- 
einheit ausgetauschten Warmemenge sehr groB, so entsteht ein hori- 
zontaler Abschnitt im ‘Temperatur-Zeitdiagramm. Dies ist z. B. beim 
Gefrieren in Luft der Fall, wo die Erstarrungswirme nur langsam 
abgefiihrt werden kann. Beim eutektischen Punkt ist die durch Kri- 
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Temperatur-Zeit-Diagramm fiir Fleisch und Bestimmung des eutektischen Punktes. 


stallisation des Wasserrestes und Freiwerden der Liésungswatme auf- 
tretende Warmeténung gering, immerhin muBte es mglich sein, einen 
Haltepunkt sichtbar zu machen, wenn man die Warmeahgabe an die 
Umgebung ebenfalls klein wihlt. Zur Auffindung des eutektischen 
Punktes wurden deshalb Proben von frischem Rindfleisch in Kalte- 
baider eingebracht, deren '‘emperatur von — 35° beginnend bis — 80° 
jeweils um rund 10° tiefer gewihlt wurde. Der Temperaturverlaut im 
Innern des Fleisches wurde mit einem 'Thermoelement relativ gegen 
Eis gemessen. Beim Abkiihlen in der Kaltemischung Alkohol—feste 
Kohlensaure war in der ‘‘emperatur-Zeitkurve regelmaBig eine deutliche 
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Unstetigkeit infolge der Warmeabgabe bei konstanter Temperatur zu 
erkennen (Abb. 7), die in sieben Versuchsreihen immer zwischen — 62° 
und -— 65° begann, so da in diesem Bereich der eutektische Punkt liegt. 
Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit der von R. Plank 
gemachten Angabe, daB in der Nahe von —. 56° alles im Fleisch ent- 
haltene Wasser ausgefroren sein wird, und den eingangs gemachten 
theoretischen Uberlegungen. 





Ausdehnung der Ergebnisse auf andere Lebensmittel. 

Aus der Zusammenstellung der Versucksergebnisse (Abb. 6) ist er- 
sichtlich, daB die bei Fleisch bei verschiedenen 'Temperaturen aus- 
gefrorenen Wasseranteile gut mit der entsprechenden Kurve fiir eine 
isotonische CaCl,-Lésung tibereinstimmen. Es ist deshalb naheliegend, 
auch die ausgefrorenen Wasseranteile von CaCl,-Lésungen, welche mit 
anderen Lebensmitteln isotonisch sind, zu bestimmen. 

Die sich ergebende Temperaturabhingigkeit der ausgefrorenen 
Wassermengen wird zwar die entsprechenden Kurven fiir die einzelnen 
Lebensmittel nicht véllig genau wiedergeben, denn diese kénnen je 
nach der Zusammensetzung des Gefriergutes auch einer anderen als 
einer CaCl,-Lésung entsprechen, es ist aber mit Bestimmtheit an- 
zunehmen, da die Abweichungen nicht wesentlich gréBer sind als die 
Streuungen, welche durch die Verschiedenheit der Sorten innerhalb 
einer Lebensmittelart hervorgerufen werden. Die bei verschiedenen 
Temperaturen bei den einzelnen Lebensmitteln ausgefrorenen Wasser- 
anteile kénnen mit Hilfe von Gleichung (1) aus der Eiskurve fiir CaCl, 
bestimmt werden. Notwendig ist hierbei die genaue Kenntnis der 
Gefrierpunkte von Lebensmitteln. Diese wurden insbesondere von 
C. R. Wright und G. F. Taylor! bestimmt, auch in den Werken von 
L. Rasmusson® und M. Hirsch® sind sie fiir die meisten Lebensmittel 
angegeben. Lediglich iiber den Gefrierpunkt von Fischen waren nur 
wenig genaue Angaben zu finden. W. J. Dakin* gibt den Gefrierpunkt 
fiir das Blut von Flundern zu — 0,68° bis — 0,903, fiir das von Schollen 
zu — 0,665 bis 0,753°, von Aal zu — 0,579 und von Karpfen zu — 0,487° 
an. Im allgemeinen muB also erwartet werden, daB bei den meisten 
hypotonischen Fischen bei gleichen Gefriertemperaturen ein etwas 
gréBerer Wasseranteil als bei Warmbliiterfleisch ausfriert. Dies deckt 
sich mit Untersuchungen, welche neuerdings D. B. Finn an der Pacific 
Biological Station® ausgefiihrt hat. Lediglich bei isotonischen Fischen 
(Rochen, Haie) ist es anders. 


ag, R. Wright u. G.F. Taylor, United States Department of Agri- 


culture Bulletin 1133 (Februar 1923). — ? L. Rasmusson, Die Lebens- 
mittel und ihre Aufbewahrung. S. 324. Hannover 1931. — * M. Hirsch, 
Die Kaltemaschine. S. 42. Berlin 1932. — 4 Dakin, Biochem. Journal, 
3. 473. 1908. — °*® Progr. of Pacific Biol. Station Prince Rupert, 


Nr. 14, 1932. 
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In Abb. 8 ist der wahrscheinliche Verlauf der ausgefrorenen Wasser- 
anteile bei verschiedenen Lebensmitteln abhaingig von der Gefrier- 
temperatur angegeben. Hieraus laBt sich gréBenordnungsmaBig der 
Kiltebedarf bestimmen. Einige kalorimetrische Kontrollversuche sollen 
in Balde im Kaltetechnischen Institut mit dem Gefrierkalorimeter durch- 
gefiihrt werden. 
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Abb. 8. 
Voraussichtliche Abhingigkeit der ausgefrorenen Wasseranteile von der Gefriertemperatur bei 
verschiedenen Lebensmitteln. 


Zusammenfassung. 

Fir frisches Rindfleisch wurde die ausgefrorene Wassermenge als 
Funktion der Gefriertemperatur mit einem dilatometrischen und einem 
kalorimetrischen Verfahren bestimmt. Von den beiden Methoden fiihrte 
vor allem die kalorimetrische, welche gleichzeitig den genauen Kalte- 
bedarf beim Gefrieren ergab, zu brauchbaren Ergebnissen, und zwar 
wurden gegeniiber bisherigen dilatometrischen Untersuchungen nied- 
rigere, gegeniiber bisherigen kalorimetrischen Untersuchungen gréBten- 
teils héhere Werte fiir die ausgefrorenen Wasseranteile gefunden. Dabei 
ergab sich, daB kein Unterschied im Kiltebedarf zwischen schnellem 
und langsamem Gefrieren besteht, wenn man in beiden Fallen den 
Gleichgewichtszustand zugrunde legt. Weiterhin wurde die eutektische 
Temperatur von Fleisch bestimmt. Wegen der Ubereinstimmung der 
bei Fleisch fiir die bei verschiedenen Gefriertemperaturen ausgefrorenen 
Wasscranteile gemessenen, mit errechneten Werten, wurde das rechne- 
rische Verfahren auch zur angendherten Bestimmung der entsprechenden 
Kurven fiir andere Lebensmittel angewandt. 
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Vergleichende Untersuchungen 
iiber die biochemische Bildung von optisch aktiver 
Phosphoglycerinsiure aus verschiedenen Zuckern. 


Von Tamezi Baba. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 30. Oktober 1933.) 


Es ist bereits bekannt, daB, wie aus Glucose so auch aus Rohr- 
zucker! oder aus dessen Spaltungsprodukten, Glucose und Fructose!, 
mittels Hefe Phosphoglycerinsiure dargestellt werden kann.  Bisher 
fehlten aber Erfahrungen dariiber, wie sich die verschiedenen Mono- 
saccharide und aldehydische Disaccharide in dieser Beziehung verhalten, 
auch war ein quantitativer Vergleich der Phosphogl ycerinsdure-bildung aus 
den einzelnen Kohlenhydraten bislang nicht ausgefiihrt. Ich habe 
darum derartige Versuche mit Glucose, Fructose, Rohrzucker und Maltose 
vorgenommen. Letztere ist noch gar nicht Gegenstand einer Priifung 
gewesen, und es war nicht vorauszusehen, ob sie iiberhaupt als Ausgangs- 
material brauchbar sei, weil ihre Eignung fiir den erwahnten Zweck 
eine fermentative Spaltbarkeit des Malzzuckers bei der innezuhaltenden 
Milieuvergiftung voraussetzt. Es ergab sich, daB die Vorbedingungen 
erfiillt werden. Da nun die Entstehung von Phosphoglycerinsaéure unter 
dem Einflu8 von Fluorid in Parallele zu den Effekten der bekannten 
Abfangverfahren zu setzen ist, so schlieBt sich die Maltose? bei dieser Be- 
handlung den Monosacchariden an?. Es erwies sich sogar, da} die Maltose 
in keiner Weise hinter den Monosacchariden hinsichtlich ihrer Fahigkeit 
zur Phosphoglycerinsaure-bildung zuriicksteht, sofern man aquimolare 
Mengen von C,-Einheiten vergleicht; es zeigt sich, daB sie mindestens 
ein,ebenso brauchbares Substrat wie die iibrigen Zucker ist. Die absolut 
gréBten Mengen an lavogyrer Phosphoglycerinsaure erhielt ich namlich 
aus Maltose bei Benutzung von Hefenmazerationssaft als Enzvymmaterial. 


I. Vorversuche mit verschiedenen Mengen Phosphat, Maltose und Acetaldehyd. 


1. 100 cem ?/, mol. Phosphatlésung von py 6,6, 
20 ., 28,5°.ige Maltoselésung’, 
100 ., 2,93 °,ige Acetaldehydlésung, 
80 ,, 3°, ige Natrium-hexose-di-phosphatlésung, 
10... mol. Natriumfluoridlésung, 
40 ¢ frische Patzenhofer Hefe, 
50 cem Wasser, 
20 ., Toluol. 


1 OC, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 264, 456, 1933; Zeitschr. f. 
angew. Chem. 46, 711, 1933. — 2 C. Neuberg, J. Hirsch u. E. Reinfurth, diese 
Zeitschr. 105, 308, 1920; Elis. Rona, ebenda 109, 288, 1920: A. Nagai, ebenda 
141, 261, 1923. — ? Hier wie in allen tibrigen Fallen auf das wasserfreie 
Disacchorid berechnet, und zwar aus der spezifischen Drehung. 
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2. Wie !., aber 100 cem '/, mol. Phosphatlésung von py 6,6. 
3. 100 cem 1/, mol. Phosphatlésung von py 6,6, 

40 ,, 285°. ige Maltoselésung. 

100... -2,93° ,ige Acetaldehydlésung, 

80 ., 3°, ige Natrium-hexose-di-phosphatlésung, 

10... mol. Natriumfluoridlésung, 

40 g frische Patzenhofer Hefe, 

30 com Wasser, 

20 ,, =Toluol. 
4. Wie 1., aber 100 cem '), mol. Phosphatlésung von py 6,6 und 100 cem 

1,46°.ige Acetaldehydlésung. 


Alle Ansitze wurden 3'/, Stunden bei 37° digeriert. | Phosphor- 
bestimmungen zu Beginn und am Ende der Versuche sowie Isolierung der 
Phosphoglycerinséure aus je 360 cem Versuchsgemisch erfolgten in der von 
Neuberg und Kobel! angegebenen Weise. Die Mengen des pro Kubikzenti- 
meter Versuchslésung in organische Bindung tibergefiihrten Phosphors und 
die Ausbeuten an kristallisiertem sauren Bariumsalz der Phosphoglycerin- 
siiure sind jeweils in den Tabellen verzeichnet. 


Tabelle I. 





es mg organisch g saures Ba-Salz der Phos- 
Versuch > theee : 
gebundener F phoglycerins&ure aus je 
Nr. pro ecm 300 ccm Versuchsgemischen 
1 2,17 4.15 
2 1,57 3,40 
3 1,58 3.39 
4 1,65 3,63 


Ein héherer Phosphatgehalt steigerte (s. Versuch 1) die Ausbeute an 
Phosphoglycerinsaure. 


II. Vorversuche mit Maltose und mit Rohrzucker bei verschiedenen 
Hexose-di-phosphatmengen. 


1. 50cem */,mol. Phosphatlésung von 6,6. 
20 ., -28,5°,ige Maltoselésung, 
100 ., =. 2,98 °,ige Acetaldehydlésung, 
20)... 12° ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
10...) mol. Natriumfluoridlésung. 
40 ¢ frische Patzenhofer Hefe, 
160 com Wasser, 
20... Toluol. 


Wie 1.. aber 20 cem 6°, ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung. 


te 


3. Wie 1.. aber 20 cem 3°, ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung. 
4. Wie 1.., iene 

5 Wie 2 | . aber statt 28,5°,iger Maltoselésung 28,5 °,ige Rohr- 
6. Wj 3. zuckerlésung. 

». we ., 


Versuchsdauer: 3! , Stunden bei 37°. 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 2638, 219, 1933. 
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Tabelle II. 





’ : mg organisch g saures Ba-Salz der Phos- 
Versuch ag abrasion ae 
gebundener | phoglycerinsiure aus je 
Nr pro ecem 300eem Versuchsgemischen 
1 1,43 3,10 
2 1,28 2,69 
3 1,16 2,14 
4 1,28 3,07 
5 1,10 2,68 
6 1,02 2,05 


Mit fallenden Mengen Hexose-di-phosphat sank die Ausbeute an 
phosphoglycerinsaurem Salz. 


Ill. Vergleichende Versuche iiber die Bildung von Phosphoglycerinsiure aus 
Rohrzucker, Maltose, Glucose und Fructose durch Hefen-mazerationssaft. 
1. 200 ccm Hefen-mazerationssaft, 
10 ,,. Natriumfluoridlésung, 
55 .,  #/,mol. Phosphatlésung von py 6,6, 
20 ., 25° ige Rohrzuckerlésung, 
15 ,, 12% ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
100. ,, 2° ,ige Acetaldehydlésung. 
2. Wie 1., aber statt 25° iger Rohrzuckerlésung 25° ,ige Maltoselésung. 
3. Wie 1., aber statt 25° ,iger Rohrzuckerlésung 26,3°,ige Glucose- 
lésung. 
4. Wie 1., aber statt 25°,iger Rohrzuckerlésung 26.3°,ige Fructose- 
lésung. 
Versuchsdauer: 3'/, Stunden bei 37°. 
Aufarbeitung nach Newberg und Kobel?. 


Tabelle II. 





Versuch mg organisch g saures Ba-Salz der Phos- 
— gebundener P phoglycerinsiure aus je 
Nr. pro cem 300cem Versuchsgemischen 
1 2,05 4,54 
2 2,02 5,23 
2.04 4,59 
+ 1,98 4,70 


Die Ausbeute an Phosphoglycerinsiure war also mit Maltose etwas 
gréBer als mit den anderen Kohlenhydraten. 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 711, 1933 
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IV. Vergleichende Versuche tiber die Phosphoglycerinsiure-bildung aus Rohr- 
zucker, Maltose, Glucose und Fructose dureh frische Hefe in Gegenwart von 
Toluol. 


1. 100cem */, mol. Phosphatlésung von py 6.6, 
20 ,, 25° ige Rohrzuckerlésung, 
100. ,,. 2°,ige Acetaldehydlésung, 
15 ,, 12° ,ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
10 .,. mol. Natriumfluoridlésung, 
40 g frische Patzenhofer Hefe, 
115 cem Wasser, 
20 cem Toluol. 
2. Wie 1., aber statt 25 %iger Rohrzuckerlésung 25° ,ige Maltoselésung. 
ae 3. Wie 1., aber statt 25° iger Rohrzuckerlésung 26,3 °,ige Glucose- 
lésung. 
4. Wie 1., aber statt 25° iger Rohrzuckerldsung 26,3 ° jige Fructose- 
jure aus losung. 
Versuchsdauer: 3'/, Stunden bei 37°. 





onssaft. 
Tabelle IV. 
wae mg organisch g saures Ba-Salz der Phos- 
Versuch gebundener P phoglycerinsiure aus je 
Nr. pro cem 300 cem Versuchsgemischen 
1 1,26 2,05 
oe 2 1,39 2,66 
oléeung. 3 1,23 2,40 
tlucose- 4 1,34 2,49 


Das aus Maltose gewonnene saure Bariumsalz der Phosphoglycerin- 
saure wurde vorschriftsgemaéB umkristallisiert; es war nach Drehung und 
Analyse rein. 


ructose- 


e etwas 


133. 














Gewinnung von Phosphoglycerinsiure 
aus Galaktose und Spaltung von Phosphoglycerinsiure 
durch Galaktosehefen. 








Von 


Carlo Cattaneo. 







(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 












(Eingegangen am 7. November 1953.) 








Die Galaktose nimmt unter den Zymohexosen insofern eine Sonder- 
stellung ein, als sie von gew6hnlichen Hefen nicht oder kaum angegriffen 
wird. An Galaktose gewéhnte Hefen und spezielle Erreger, die an sich 







Galaktose vergiren, sind jedoch imstande, diesen Zucker zu den 
normalen Endprodukten abzubauen. Es ist nun bekannt, daB an 
Galaktose angepaBte! Hefen diesen Zucker auch zu phosphorylieren 
vermégen, und im Zusammenhang mit dem im folgenden beschriebenen 
































Verhalten ist es besonders bemerkenswert, daB dazu Lactose spontan 
vergarende Erreger? in ausgesprochener Weise befiahigt sind. 

Bei dieser Sachlage war zu priifen, ob die Agenzien des galakto- 
zymatischen Systems die Eigenschaft besitzen, unter den bei den 
gewohnlichen Zymohexosen bewahrten Bedingungen Phosphoglycerin- 
sdure aus Galaktose zu erzeugen. Ferner war zu untersuchen, ob Galak- 
tosehefen des weiteren gleich den gewoéhnlichen Hefepilzen  fertige 
Phosphoglycerinsdure zerlegen. 

Jede dieser Umwandlungen wird von Galaktosehefen herbeigefihrt. 
Gearbeitet habe ich mit Saccharomyces cerevisiae und Torula galactosa, 
die beide dem hiesigen Institut dankenswerterweise von Herrn Prof. 
A. I. Kluyver in Delft vor Jahren zur Verfiigung gestellt worden sind. 
Fiir meine Zwecke wurden sie in Massenkulturen in Galaktosewiirze 
geziichtet, wofiir ich Frl. Reymann sehr verbunden bin. 

Die Ausbeuten an Phosphoglycerinsaure, die ich mit den genannten 
Pilzen erzielte, waren am besten bei Verwendung von Trockenpraparaten ; 
sie erreichten damit fast dieselbe Héhe, die man bei den entsprechenden 
Kinwirkungen gewoéhnlicher untergariger Hefen auf die isomeren 
Zucker verzeichnen kann. 

Zur Spaltung der Phosphoglycerinsiure verwendete ich Saccharo- 
myces cerevisiae in frischem Zustande. Da das Substrat langsam an- 
gegriffen wurde, so erhielt ich in der Versuchszeit von 75 Stunden nur 


1 4. Harden u. R. V. Norris, Chem. Centralbl. 1910, II, 1490: £. Abder- 
halden, Fermentforsch. 8, 47, 1926; R. Nilsson, Arch. f. Kem. Mineral. och 
Geologi 10, A, Nr. 7, 1930. — 2 Ed. Hofmann, diese Zeitschr. 265, 203, 1933. 
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eine Dephosphorylierung von 21,8 °,, und eine Brenztraubensaurebildung 
von 18,1°,. Diese Menge entspricht 83°, des tatsachlich umgesetzten 
Substrats. 

Es ergibt sich somit, daB Galaktosehefen Phosphoglycerinsdiure 
sowohl erzeugen als in bekannter Weise zerlegen. 

Wiederum zeigt sich hier eine Parallelitat zu den Verhaltnissen, die 
bei Sulfit-abfangverfahren zutage treten: W.C.de Graaff und A. J. 
Le Févre! haben namlich eine Zersetzung der Galaktose im Sinne der 
zweiten Vergérungsform beobachtet, die sich grundsatzlich nicht von 
der entsprechenden Umwandlung der isomeren Zucker unterscheidet. 


A. Bildung von Phosphoglycerinsiure aus Galactose. 
I. Versuche mit Trockenprdparat® von Saccharomyces cerevisiae. 


1. 20cem 30°,ige Galaktoselésung, 
50)... 7/, mol. Phosphatlésung von py 6,6, 
50... 3.2 °oige Acetaldehydlésung, 
10)... 14°,ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
5 ., mol. Natriumfluoridlésung, 
265 .. Wasser, 
20 2 Trockenpraparat von Saccharomyces cerevisiae, 
20 cem Toluol. 
2. Wie L., aber ohne Galaktose. 


Zu Beginn und nach 3!,,stiindiger Digestion bei 37° wurde der Gehalt 
an anorganischem Phosphor bestimmt und die Aufarbeitung in der von 
Neubery und Kohel® angegebenen Weise vorgenommen. 

In Versuch 1 waren pro Kubikzentimeter 1,05 mg P in organische 
Bindung tibergefiihrt. Aus 335 cem Versuchslésung | wurden 2.8 g kristalli- 
siertes saures Bariumsalz der Phosphoglycerinsiure gewonnen. In dem 
galaktosefreien Vergleichsversuch 2 hatte weder Phosphorsiéure-veresterung 
noch Phosphoglycerinsiure-bildung stattgefunden. 


II. Versuche mit frischem Saccharomyces cerevisiae in Gegenwart von Toluol. 
! Y q 


lL. 20cem 30°? ige Galaktoselésung, 

50... 3,2 °ige Acetaldehydlésung, 

50) .. 7/, mol. Phosphatlésung von py 6,6, 

10...) 14°,ige Kalium-hexose-di-phosphatl6ésung, 

5 .. mol. Natriumfluoridlésung, 

175... Wasser. 

90 g Saccharomyces cerevisiae (frisch), 

20 cem Toluol. 
2. Wie L., aber 105 g frische Hefe und nur 160 cem Wasser. 
37°; Versuchsdauer: 3'/, Stunden. 


1 W.C.de Graaff u. A.J. Le Févre, diese Zeitschr. 155, 313, 1924. 
2 Hier wie in den iibrigen Fallen durch Aufstreichen der steril geziichteten 
Erreger auf keimfreie Tonplatten bereitet. — * C. Neubery u. M. Kobel, 
diese Zeitschr. 2638, 219, 1933. 








458 C. Cattaneo: 











Wahrend dieser Zeit waren pro Kubikzentimeter 0,68 mg P in Ansatz 1 
in organische Bindung eingetreten und 0,75 mg P in Versuch 2. Die Aus- 
beuten an kristallisiertem sauren Bariumsalz der Phosphoglycerinsiure 
betrugen aus je 290cem der Versuchslésungen 2,0 g¢ bei Ansatz 1 und 


1,95 g bei Ansatz 2. 










III. Versuch mit Trockenprdparat von Torula galactosa. 





20 cem 30°, ige Galaktoselésung, 

50 ., 3,2° ,ige Acetaldehydlésung, 

50... #/smol. Phosphatlésung von py 6,6, 

10 ., 14% ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
5 ., mol. Natriumfluoridlésung, 

265 .. Wasser, 

21g  Trockenpriparat von Toruja galactosa, 
20 cem Toluol. 















Versuchsdauer: 3'/, Stunden bei 37°. 
Pro Kubikzentimeter wurden 1,92 mg P in organische Bindung tiber- 

gefthrt und aus 340ccm Versuchsgemisch 3,0 g saures Bariumsalz der 

Phosphoglycerinséure in reinem Zustande abgeschieden. 




















Dieser Ertrag zeigt besonders deutlich, daB die Phosphoglycerinsaiure 
aus der Galaktose, und nicht etwa aus Zymophosphat, hervorgegangen ist ; 
das gleiche lehren die Kontrollansitze der Versuche I und IV. 


IV. Versuche mit frischer Torula galactosa in Gegenwart von Toluol. 


l. 15 cem 30°,ige Galaktoselésung, 


37.5 ., 3.2° ,ige Acetaldehydlésung, 

37,5 ,,  */;mol. Phosphatlésung von py 6,6, 

7,5 ,, 14% ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
9 


» mol. Natriumfluoridlésung, 


159.5 ,, Wasser, 
g Torula galactosa (frisch), 


41 
15 cem Toluol. 

2. Wie 1., aber ohne Galaktose. 

Wahrend 3'/,stiindiger Versuchsdauer bei 37° wurden in Ansatz | 
pro Kubikzentimeter 0.61 mg P organisch gebunden, wahrend sich in Ansatz 2 
der Gehalt an anorganischem Phosphor nicht geaéndert hatte. Die Ausbeute 
an saurem Bariumsalz der Phosphoglycerinséiure betrug 1,! g aus 250 cem 
Versuchsgemisch 1; aus Ansatz 2 konnte keine Phosphoglycerinséiure 
isoliert werden. 

Die aus Galaktose erhaltene Phosphoglycerinsiure zeigte die gleiche 
Drehung wie die aus den anderen Zuckern dargestellte!. 


B. Bildung von Brenztraubensiure aus Glycerinsiure-mono-phosphorsiure 
durch Saccharomyces cerevisiae. 


140cem Lésung von phosphoglycerinsaurem Natrium von px 6,8, 
die 2,093 g lavogyre Glycerinséiure-mono-phosphorsaure als Natriumsalz ent- 
hielt, wurden mit 14g frisch geziichteten Saccharomyces cerevisiae und 6cem 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 711, 1933. 
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Toluol bei 37° digeriert. Bei einem Gesamtvolumen von 154 ceem machte 
der Gehalt an organisch gebundenem Phosphor pro Kubikzentimeter 
2,267 mg aus. 

Zur Feststellung der Phosphat-abgabe aus der benutzten Hefe wurde 
ein Vergleichsversuch mit 70 ccm Wasser, 7 cem Saccharomyces cerevisiae 
und 3cem Toluol vorgenommen. 

Waihrend 75 Stunden waren pro Kubikzentimeter 0,782 mg Pin 
Ansatz 1 und 0,287 mg P in Ansatz 2 abgespalten. Aus der Phosphoglycerin- 
siure waren also in Ansatz 1 pro Kubikzentimeter 0,495 mg P = 21,8° 
der vorhandenen Menge in Freiheit gesetzt. Die nach 75 Stunden anwesende 
Brenztraubensiure wurde in tiblicher Weise durch Fallung der mit Tri- 
chloressigsiure enteiweiBten Versuchslésung mittels 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin isoliert. Erhalten wurden aus 110 cem Reaktionsgemisch 0,39 g 
Brenztraubensiure - 2, 4-di-nitrophenylhydrazon; das sind 18,1°., der 
theoretisch méglichen Menge und 83°, der dephosphorylierten Phospho- 
glycerinsaure. Das Brenztraubenséure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon lag 
nach Umfallung aus Sodalésung mit Salzséiure und Umkristallisation aus 
Essigester in analysenreiner Form vor. 








Korrektur zur Arbeit: 


Verteilung anorganischer Salze im Koérper einiger Vogel. 
(Diese Zeitschr. 262, 380, 1933.) 
Von 
A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 
(Aus dem chemisch-pharmazeutischen Institut der Universitat Bologna.) 


(Eingegangen am 20. November 1933.) 


In der erwahnten Arbeit ist ein Fehler unterlaufen. 

In der Tabelle II sind die Ziffern, die den Salzgehalt des bei 40° 
getrockneten Blutes wiedergeben, zu verbessern wie folgt: 

Beim Huhn 3,23°,, bei Meleagris gallopavo 3,29°,,. bei Anas dom. 
3,389°., bei Columbus domesticus L. 2,94°,. 

Die Ziffern der Tabelle ILI, die den Wassergehalt des bei 40° getrock- 
neten Blutes ausdriicken, sind wie folgt zu verandern: 

Beim Huhn 67,99°,, bei Meleagris gallopavo 67,20°,, bei Anas dom: 
68,67°., bei Columbus domesticus 66,67 

In der Tabelle 1V miissen die Ziffern, die sich auf das Blut beziehen, 
32,01 %, 1,03%, 1,52% heiBen: 67,99%, 1,03 %, 3,23 %. 


oO 


Berichtigung 
zu den Arbeiten .,Die Analyse des Serums mit der Ultrazentrifuge** und 
..Die Fraktionen des Serums‘‘?. 
Von 
Paul von Mutzenbecher. 
In den oben genannten Arbeiten sind einige sinnst6rende Druckfehler 
stehengeblieben. Es mu8 richtig heiBen: 


1. Auf S. 229 bis 231 in den Gleichungen (6), (7) und (13) tiberall z statt 2. 
, s E Eiw. 

2. Auf S. 238 bei beiden Abbildungen: c 8 . 
(100 g Lsgm.) 


3. Auf S. 243 AZ statt Az. 


4. Auf S. 249 in der achten Zeile von oben: ,,... die unter den Versuchs- 
bedingungen nicht mehr sedimentieren** statt .,... unter sich schwanken™. 


5. Auf S. 258 in der zwolften Zeile von oben 69000 statt 65000. 


1 Diese Zeitschr. 266, 226 u. 250, 1933. 
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